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der Mikroorganismen durch Verstdrken fur die 
Ketopantoatreduktase codierender Nucleotidsequen- 
zen, insbesondere des panE-Gens, einzein Oder kombi- 
niert miteinander, und gegebenenfalls zusdtzlich des 
llvC-Gens, die diese Nucleottdsequenzen enthaltende 
Mikroorganismen und ein Verfahren zur Hersteilung D- 
Parttothensdure bestehend aus der Fermentation dle- 
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sdure im Medium Oder in den Zellen der Mikro- 
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Beschreibung 

Stand der Technik 

5 [0001] Die Pantothensdure stellt ein kommerziell bedeutendes Vitamin dar. das in der Kosmetik, der Medizin, der 
Humanerndhrung und in der Tierernahrung Anwendung f indet. 

[0002] Pantothensdure kann durch chemlsche S/nthese oder biotechnisch durch Fermentation geeigneter Mikro- 
organismen in geeigneten NahrlOsungen hergestellt werden. Bel der chemischen Synthese ist das DL-Pantolacton 
eine wichtige Verbindung. Es wird in einem mehrstufigen Verfahren aus Formaldeh/d, Isobutyraldehyd und Cyanid her- 
10 gestelit. In weiteren Verlahrensschritten wird das racemische Qemisch aufgetrennt und D-Pantolacton mit p-Alanin kon- 
densiert, und man erhdit D-Pantothensdure. 

[0003] Der Vorteil der fermerrtativen iHerstellung durch Mikroorganismen liegt in der direkten Bildung der 
gewOnschten stereoisomeren D-Form. 

[0004] Verschiedene Arten von Bakterien. wie z. B. Escherichia coli. Arthrobacter ureafadens, Corynebacterium 

75 erythrogenes, Brevibacterium ammoniagenes und auch Hefen, wie z. B. Debaromyces castellii kdnnen wie in EPA 0 
493 060 gezeigt, in einer Ndhrldsung, die Glucose, OL-Pantoinsdure und p-Alanin enthdit, D-Pantothensdure produzie- 
ren. EPA 0 493 060 zeigt wetterhin. da 3 bei Escherichia coli durch Amplrfikation von Pantothens&ure-Biosynthesege- 
nen, die auf den Plasmiden pFV3 und pFV5 enthalten sind, in einer NahrlGsung, die Glucose. DL-Pantoinsaure und p- 
Alanin enthdlt, die Bildung von D-Pantothensdure verbessert wird. 

20 [0005] EPA 0 590 857 und US-Patent 5.518.906 beschreiben von Escherichia coli Stamm IF03547 abgeleitete 
Mutanten wie FV5714, FV525. FV814, FV521 . FV221 , FV6051 und FV5069 die Resistenzen gegen verschiedene Anti- 
metabolite wie Salizylsdure, a-Ketobuttersdure, p-htydroxyasparaginsdure, O-Methylthreonin und a-Ketoisovalerian- 
sdure tragen und in einer NdhrlOsung, die Glucose enthait Pantoinsdure und in einer NdhrlOsung, die Glucose und p- 
Alanin enthdlt, D-Pantothensaure produzieren. In EPA 0 590 857 und US-Patent 5,518,906 wird weiterhin gezeigt, da3 

25 nach Amplifikation der Pantothensdure-Biosynthesegene, die auf dem Plasmid pFV31 enthalten sind, in den oben 
genannten Stdmmen in einer NdhrlOsung die Glucose enthdlt die Produktion von D-Pantoinsdure und in einer Ndhrld- 
sung die Glucose und p-Alanin enthait die Produktion von D-Pantothensdure verbessert wird. 
[0006] In WO 97/10340 wird daruber hinaus gezeigt, daB in PantothensSure bildenden StSmmen von Escherichia 
coli durch ErhOhung der Aktivitat des Enzyms Acetohydroxysaure-Synthase II, einem Enzym der Valin Biosynthese, die 

30 Pantothensaure-Produktion waiter gesteigert werden kann. 

Aufgabe der Erf indung 

[0007] Die Erfinder haben sich zur Aufgabe gestelit, neue Grundlagen fur ein verbessertes Verfahren zur Herstel- 
35 lung von Pantothensdure bereitzustellen. 

Beschreibung der Erf indung 

[0008] Das Vitamin Pantothensdure stellt ein kommerziell bedeutendes Produkt dar, das in der KbsmetiK der Medi- 
co zin, der Humanernahrung und in der Tierernahrung Anwendung findet. Es besteht daher ein allgemeines Interesse 

daran verbesserte Verfahren zur Herstellung von Pantothensaure bereitzustellen. Wenn im fdgenden Text D-Panto- 

thensaure Oder Pantothensaure oder Pantothenat envahnt werden, sind damit nicht nur die freie Saure sondern auch 

die Saize der D-PantothensSure wie z.B. das Calcium-, Natrium-, Ammonium- oder Kaliumsalz gemeint. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung und Verbesserung Pantothensaure produzierender Mikro- 
45 organismen durch Verstarkung, insbesondere Uberexpression von fur die Ketopantoatreduktase kodierenden Nukleo- 

tidsequenzen, insbesondere des panE-Gens, einzein oder kombiniert miteinander, und gegebenenfalls zusatzlich des 

ilvC-Gens. 

Der Begriff ^.Verstarkung" beschreibt in diesem Zusammenhang die ErhOhung der intrazelluiaren Aktivitat eines oder 
mehrerer Enzyme, die durch die entsprechende DNA codiert werden. indem rrtan die Kbpienzahl des(der) Gene erhOht. 
50 einen starken Promotor verwendet oder ein Gen verwendet, das fur ein entsprechendes Enzym mit einer hohen spezi- 
f ischen Aktivitat codiert und gegebenenfalls diese MaBnahmen kombiniert. 

Insbesondere wurde gefunden, daB bei Uberexpression des panE-Gens zusammen mit den Genen panB, panC und 
panD die Bildung der Pantothensaure weiter verbessert wird. Zur Erzielung der Uberexpression kann die Kopienzahl 
der entsprechenden Gene mittels Plasmidvektoren wie z. B. pBR322 (Sutcliffe, COLD SPRING HARBOR SYMPOSIA 
55 ON QUANTITATIVE BIOLOGY 1979. 43: 77-90) Oder pUC19 (Viera. Gene 1982 19:259-268) erhOht werden. oder es 
kann die Promoter- und Regulationsregion, die sich stromaufwarts des Strukturgens befindet, mutiert werden. Ein 
bekanntes Beispiel hierfur ist die lac-UV5-Mutation des lac-Promotors (Winnacker: Gene und Klone, Eine Einfuhrung 
in die Gentechnologie (Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland. 1990). In gleicher Weise wirken Expressionskasset- 
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ten. die stromaufwdrts des Strukturgens eingebaut werden. Diese Methode ist z. B. bei LaVallie et al. (BIO/TECHNO- 
LOGY 1 1 . 187-193 (1993) und in PCT/US97/1 3359 angewendet worden. 

[0009] Alternativ kann weiteitiin eine Oberexpression der betreffenden Gene durch Verdnderung der Medienzu- 
sammensetzung und KulturfOhrung en-eicht werden. Ein Beispiel hierf Or ist die alls its bekannte Regulation der Expres- 

5 sion des lac-Operons durch Glukose und Laktose. Die Erfinder haben daruberhinaus herausgefunden. da6 die 
Oberexpression des panE-Gens sich in Stdmmen vorteilhaft auswirkt, die Resistenzmutationen gegen Metabolite und 
Antimetabolite wie z. B. Resistenz gegen L-Valin aufweisen. Weiterhin wurde gefunden. da3 die Oberexpression des 
panE-Gens sich in Stammen vorteilhaft auswirkt. die Defektmutationen in Genen von Stoffwechselwegen, wie z.B. dem 
avtA- Oder ilvE-Gen besitzen, die Vorstufen der Pantothensfture umsetzen Oder die Pantothensflurebildung mindern. 

10 [0010] Die Mikroorganismen, die Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind. kOnnen Pantothensdure aus Glu- 
cose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, Stdrke, Cellulose Oder aus Glycerin und Ethanol herstellen. 
Dabei handelt es sich urn Pilze. Helen oder insbesondere Grampositive Bakterien z. B. der Gattung Corynebacterium 
Oder urn Gram-negative Bakterien, wie z. B. die der Enterobacteriaceae. Bei der Familie der Enterobacteriaceae ist 
besonders die Gattung Escherichia mit der Art Escherichia coli zu nennen. Innerhalb der Art Escherichia coli sind die 

75 sogenannten K-12 Stdmme wie z. B. die Stdmme MG1655 oder W31 10 (Neidhard et al.: Escherichia coli and Salmo- 
nella. Cellular and Molecular Biology (ASM Press. Washington D.C.)) Oder der Escherichia coli Wildtypstamm IF03547 
(Institut fur Fermentation. Osaka, Japan) und davon abgeleitete Mutanten zu nennen. Bei der Gattung Corynebacte- 
rium ist insbesondere die Art Corynebacterium glutamicum zu nennen. die in der Fachwelt fur ihre Fdhigkeit bekannt 
ist. Aminosauren zu bilden. 2u dieser Art gehOren Wildtypstamme wie z. B. Corynebacterium glutamicum ATCC1 3032, 

20 Brevibacterium flavum ATCC14067, Corynebacterium melassecola ATCC1 7965 und andere. 

[0011] Fur die Isolierung des ilvC-Gens und des panE-Gens stellt man sich zundchst eine Mutante beispielsweise 
von Escherichia coli her, die eine Mutation im ilvC-Gen und panE-Gen trdgt. 

[001 2] Die Nukleotidsequenz des ilvC-Gens von Escherichia coli ist bekannt (Wek and Hatfield, Journal of Biologi- 
cal Chemistry 261, 2441-2450 (1986)). Methoden zur Isolierung chromosomaler DNS sind ebenfalls bekannt (Sam- 

25 brook et al.: Molecular Cloning. A Laboratory Manual (Cold Spring Hartsor Laboratory Press. 1989). Durch Wahl 
geeigneter Primer kann das ilvC-Gen mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert werden (Innis et al., PCR 
protocols. A guide to methods and applications, 1990, Academic Press). AnschlieBend wird es in einen Plasmidveklor 
eingefugt. Als Plasmidvektoren kommen sdche in Frage. die in den entsprechenden Mikroorganismen replizieren kdn- 
nen. Fur Escherichia cdi kommen z.B. die Vektoren pSClOl (Vocke and Bastia, Proceedings of the National Academy 

30 of Science U.S.A. 80 (21), 6557-6561 (1983)) oder pKK223-3 (Brosius and Holy, Proceedings of the National Academy 
of Science USA 81. 6929 (1984)). fur Corynebacterium glutamicum z.B. der Vektor pJCI (Cremer et al., Mol. Gen. 
Genet. 220:478-480 (1990)) Oder pEKEx2 (Eikmanns et al.. Gene 102:93-98 (1991)) Oder pZ8-1 (Europaische Patent- 
schrift 0 375 889) und fur Saccharomyces cerevisiae z. B. der Vektor pBB1 16 (Berse, Gene 25: 109-1 17 (1983)) oder 
pDGl (Buxton et al.. Gene 37: 207-214 (1985)) fur die vorliegende Erfindung in Frage. Methoden zum Einbau von 

35 DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren sind bei Sambrook et al.: Molecular Cloning. A Laboratory Manual (Cold Spring 
Harbor Latx)ratory Press, 1989) beschrieben. Metiioden zur Transformation und Elektroporation sind bei Tauch et al. 
(FEMS Microbiology Letters 123:343-347 (1994)) beschrieben. Ein Beispiet eines solchen transformierten Stammes ist 
der Escherichia coli Stamm MG1655/|3FE32. Plasmid pFE32 enthSIt das ilvC-Gen von MG1655 das in den Vektor 
pBR322 eingebaut wurde. Ein weiteres Beispiel eines solchen transformierten Stammes ist der Corynebacterium glut- 

40 amicum Stamm ATCC13032yjDFE91 . Plasmid pFE91 enthait das ilvC-Gen von ATCC13032 das in den Vektor pECm3 
eingebaut wurde. Das Plasmid pECm3 ist ein Derivat des Plasmids pECm2 (Tauch. 1994. FEMS Miaobiological Let- 
ters, 123:343-348), dessen Kanamycin-Resistenzgen durch eine Bglll- und BamHI-Restriktion mit anschlie Bender Reli- 
gation entfernt wurde. 

[0013] Zum Einbau einer Mutation in das ilvC-Gen, die dessen Funktion ausschaltet, kann beispielsweise eine 
45 Deletion oder Insertion in dieses eingebaut werden. Zur Erzeugung einer Deletion kann mit Hilfe geeigneter Restrikti- 
onsenzyme und anschlieBender VerknOpfung der entstandenen Enden ein innerer Teil der Nukleotidsequenz des 
Strukturgens entfernt werden. Das auf diese Weise mutierte ilvC-Gen ist funktionslos. In gleicher Weise kann in das 
ilvC-Gen ein zweites Gen eingebaut werden, daB fOr eine Resistenz gegen ein Antibiotikum kodiert. Das auf diese 
Weise mutierte ilvC-Gen ist ebenfalls funktionslos. Das dergestalt mutierte ilvC-Gen kann anschlieBend in einen Mikro- 
50 organismus eingebracht und in dessen Chromosom gegen das Wildtyp-Gen ausgetauscht werden. Metiioden, wie die- 
ser Genaustausch durchzufuhren ist. sind in der Literatur bekannt. Fur Escherichia coli kann die von Hamilton et al. 
(Journal of Bacteriology 1 71 , 461 7-4622 (1 989)) beschriebene Methode eingesetzt werden, die auf tenperatursensiti- 
ven Replikationsmutanten des Plasmids pSCIOI beruht. Ein derartiges Plasmid ist z. B. pMAK705. Fur Corynebacte- 
rium glutamicum kann die von Schwarzer und Puhler (BIO/TECHNOLOGY 9, 84-87 (1991)) beschriebene Methode 
55 des Genaustauschs venwendet werden, bei der nichtreplikative Plasmidvektoren venwendet werden. FOr Saccharo- 
myces cerevisiae ist eine Metiiode des gezielten Genaustausches bei Roca et al. (Nucleic Acid Research 20(1 7). 4671 - 
4672 (1992)) beschrieben. 

[0014] Ein mutiertes ilvC-Gen kann beispielsweise folgendermaBen aus einem Wildtyp ilvC-Gen hergestellt wer- 
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den. Das Plasmid pFE32 besteht aus pBR322 in dessen BamHI-Restriktionsschnittstelle das itvC-Wildtypgen einge- 
baut wurde. In die KpnI-Schnittst lie des ilvC-Gens von pFE32 wurde das aacC1-Gen eingebaut, das fur Resistenz 
gegen das Antibiotikum Gentamycin kcxJiert (Schweizer, BioTechniques 15 (5). 831-834 (1993)). Das auf diese Weise 
erhaltene Plasmid pFE33 enthdit das ilvC::aacC1-Allel, das kein funktionsfdhiges llvC-Genprodukt mehr bilden kann. 
5 Das ilvC::aacC1 -Allel wurde aus dem Plasmid pFE33 entnommen und in die Sphl-Schnittstelle des Plasmids pMAK705 
eingefugt. wodurch das Plasmid pDBI entstand. Plasmid pDBI ist ein zum Allelaustausch befdhigter Plasmidvektor der 
zum einen aus pMAK705 und zum anderen aus dem ilvC::aacC1 -Allel besteht Plasmid pDBI wurde nach der von 
Hamilton et al. beschriebenen Methode vennrendet. urn das in MG1655 vorhandene Wildtyp ilvC-Gen gegen das 
ilvC::aacC1 -Allel auszutauschen. Der auf diese Weise entstandene Stamm wurde als FE4 bezeichnet. 

10 [001 5] Fur die Isolierung einer Mutante von FE4, die eine Mutation im panE-Gen trdgt wurde der Stamm FE4 einer 
Transposon-Mutagenese mit dem Transposon Tn5 unterzogen. Das Transposon Tn5 ist bei Auerswald (COLD SPRING 
HARBOR SYMPOSIA ON QUANTITATIVE BIOLOGY 45, 107-1 13 (1981)) beschrieben. Die Methode der Transposon- 
Mutagenese ist z. B. im Handbuch von Miller, A: Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Manual and Hand- 
book for Escherichia coli and Related Bacteria (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992) beschrieben. Die Methode 

15 ist weiterhin bei Simon (Gene 80, 161-169 (1998)) und auch im Handbuch von Hagemann: Gentechnologische Arbeits- 
methoden (Gustav Fischer Verlag, 1990) und zahlreichen anderen der Offentlichkeit zug&nglichen Publikationen 
beschrieben. Weiterhin kdnnen Mutanten auch nach Mutagenese mit ultraviolettem Licht oder nach Behandlung mit 
einer Mutations-auslOsenden Chemikalie wie z. B. N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin erzeugt werden. Unter den auf 
diese Weise erhaltenen Mutanten kOnnen nach Prufung der Wuchsstoffbedurf nisse insbesondere des Pantothensdure- 

20 Bedurfnisses solche Mutanten isoliert werden, die eine Mutation in einem Gen der Pantothensdure-Biosynthese tra- 
gen. Von besonderem Interesse sind solche Pantothensdure bedurftigen Mutanten. die nicht Ketopantoat aber Pantoat 
als Wuchsstoff venwerten kCnnen und somit in dem fOr die Ketopantoat-Reduktase (EC 1 .1 .1 169) kodierendem panE- 
Gen mutiert sind. Ein Beispiel hierfur ist der auf diese Weise erhaltene Stamm FES, der neben der ilvC::aacC1 -Muta- 
tion eine panE::Tn5-Mutation trSgt. 

25 [0016] Mikroorganismen, die eine Defektmutation im ilvC- und panE-Gen tragen wie beispielsweise der Escheri- 
chia coli Stamm FE5, kdnnen als Klonierwirte zur Isolierung des ilvC- und des besonders interessierenden panE-Gens 
Oder von Nukleotidsequenzen, die fur Proteine mit Ketopantoatreduktase-Aktivitdt kodieren, venvendet werden. 
[001 7] Hierzu wird von dem interessierenden Mikroorganismus eine Genbank angelegt. Das Aniegen von Genban- 
ken ist in allgemein bekannten Lehrbuchern und Handbuchern niedergeschrieben. Als Beispiel seien das Lehrbuch von 

30 Winnacker: Gene und Klone, Eine Einfuhrung in die Gentechnologie (Verlag Chemie, Weinheim. Deutschland, 1990) 
Oder das Handbuch von Sambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory 
Press. 1989) genannt. Eine bekannte Genbank ist die des E. coli K-12 Stammes W3110, die von Kohara et al. (Cell 50. 
495 - 508 (1987)) angelegt wurde. Genbanken verschiedener Mikroorganismen kdnnen mittlenweile kduflich erworben 
werden wie beispielsweise eine Genbank von Saccharomyces pombe Stamm Sp63 der Firma Stratagene (Heidelberg. 

35 Deutschland) im Plasmid Lambda FIX II (Elgin, Strategies 4: 6-7(1991)), eine Genbank des Escherichia coli Stammes 
W1485 der Firma CLONTECH (Heidelberg, Deutschland) im Plasmid pGADIO (Kitts. CLONTECH (Heidelberg, 
Deutschland) Vectors On Disc version 1.3, 1994), dessen Nukleotdsequenz unter der GenBank accession number 
LI13188 zugdnglich ist. Die auf die oben beschriebene Art und Weise hergestellte Genbank kann dann in den oben 
beschriebenen Wirt FE5 durch Transformation eingebracht werden. So wurde beispielhaft die pGADIO - Genbank von 

40 W1485 in den Stamm FES durch Transformation eingebracht und die erhaltenen Transformanten auf ihre Fdhigkeit 
untersucht auf einem Pantothensdure freiem Ndhrkxxjen zu wachsen. Die in der Plasmid-DNA der erhaltenen Panto- 
thensdure prototrophen Transformanten enthaltenen Insertionen kann durch Bestimmung der Nukleotklsequenz unter- 
sucht werden. Methoden zur Bestimmung von Nukleotidsequenzen kOnnen beispielsweise bei Sanger et al. 
(Proceedings of the National Academy of Science USA 74:5463-5467 (1977)) nachgelesen werden. NuWeotidsequen- 

45 zen kOnnen Genen mittels Homologieuntersuchungen zugeordnet werden. Eine M6glichkeit fur diese Homologiesuche 
bietet der Vergleich mit Nukleotidsequenzen der EMBL und GenBank Datenbanken. die mittels des BLAST E-mail Ser- 
vice (Altschul, Journal of Molecular Biology 215, 403-410 (1990)) durchgefuhrt werden kOnnen. Ein Beispiel einer sol- 
chen Transfbrmante ist der Escherichia coli Stamm FE5/pFEbank16 der das panE-Gen des E. coli Stammes MG1655 
tragt. 

50 [0018] Das auf die beschriebene Weise isolierte und identifizierte panE-Gen kann anschlieBend in einem 
gewunschten Mikroorganismus zur Expression gebracht werden. Hierzu wird es durch Plasmidvektoren amplrfiziert. 
Diese wiederum kOnnen mit Signalstrukturen ausgerustet sein, die fur eine effiziente Transkription und Translation sor- 
gen. Eine Ubersicht uber Expressionsvektoren findet man beispielsweise in dem Lehrbuch von Winnacker: Gene und 
Klone, Eine Einfuhrung in die Gentechnologie (Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland. 1990) Oder bei Sambrook et 

55 al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989). Weiterhin kOnnen Expres- 
sionssignale wie z. B. der tac-Promotor stromaufwdrts des panE-Gens in das Chromosom eingebaut werden. Derartige 
Methoden sind in WO 98/04715 beschrieben. Das zu exprimierende panE-Gen kann aus dem klonierten chromosoma- 
len DNA - Fragment entnommen werden oder es kann wiederum mit Hilfe der Polymerase - Kettenreaktion amplrfiziert 
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werden. Die in dem betreffenden Mikroorganismus vorhandene Menge an Ketopantoat-Redukase kann mit Hitfe des 
von Shimizu et ai. (Journal of Bioiogical Chemistry 263: 12077-12084 (1988)) beschriebenen Methode bestimnrrt wer- 
den. Ein Beispiel eines derartigen Stammes ist der Esclierichia coli Stamm MG1655/pFE65. Plasmid pFE65 besteht 
aus dem Vektor pKK223-3 in dessen EcoRI-Restriktionsschnittstetle das panE-Gen von Escherichia coli MG1655 ein- 
5 gebaut wurde. 

[0019] ErfindungsgemdB hat es sich als vorteilhaft enviesen. zusdtzlich zu dem fur die Ketopantoat-Reduktase 
kodierenden panE-Gen eines Oder mehrere Gene der Pantothensdure-Biosynthese zu verstdrken. insbesondere zu 
uberexprimieren. Hierzu gehdren die Gene die fur die Enzyme Ketopantoat-Hydroxymethyltransferase (EC 4.1.2.12). 
Aspartat-1 -Decarboxylase (EC 4.1.1.11) und Pantothenat-Synthetase (EC 6.3.2.1) kodieren. In Escherichia coli tragen 

10 diese Gene die Bezeichnung panB. panD und panC (Miller, A Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Manual 
and Handbook for Escherichia coli and Related Bacteria (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992)). Hierzu kOnnen 
die Gene in verschiedene kompatible Plasmidvektoren eingebaut werden. Beispiele hierfur sind bei Bartolome et al. 
(Gene 102, 75-78 (1991) beschrieben. Weitertiin kann die Genexpression durch Verdnderung der stromaufwdrts gele- 
genen chromosomal en Signalstrukturen erhOht werden. Weiterhin kdnnen die betreffenden Gene nacheinander ange- 

15 ordnet unter die Kontrolle eines gemeinsamen Promoters gestellt und in einen Plasmidvektor eingebaut und in einen 
geeigneten Mikroorganismus eingefuhrt werden. Ein Beispiel hierfur ist der Escherichia coli Stamm MG1655/pFE80. 
Das Plasmid pFE80 besteht aus dem Plasmid pKK223-3. das die Gene panB, panD, panC und panE in der angegebe- 
nen Reihenfolge enthdit. Stromaufwdrts des panB-Gens ist in pFE80 der tac-Promotor als Expressionssignal enthal- 
ten. 

20 [0020] Es hat sich weiterhin als vorteilhaft enwiesen, das panE-Gen und die Expressionseinheit bestehend aus den 
Genen panB. panD, panC und panE in Wirtsstdmmen zu uberexprimieren, die chromosomale Mutationen enthalten. 
[0021] Es kOnnen Mutationen einzein Oder gemeinsam venvendet werden. die Resistenzen gegen Stoffwechsel- 
produkte wie z. B. L-Valin Oder a-Ketoisovaleriansdure Oder gegen Analoga von Stoffwechselprodukten wie z. B. p- 
Hydroxyasparaginsdure oder 0-Methylthreonin bewirken. Derartige Mutanten treten spontan auf oder kOnnen nach 

25 Mutagenese mit ultraviolettem Licht oder nach Behandlung mit einer Mutations-auslOsenden Chemikalie wie z. B. N- 
methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin erzeugt werden und anschlieBend auf Agarplatten. die die entsprechenden Substanz 
enthalten. selektioniert werden. Verfahren zur Mutationsausldsung und Selektion sind allgemein bekannt und kdnnen 
unter anderem bei Miller (A Short Course in Bacterial Genetics. A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia 
coli and Related Bacteria (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992)) oder im Handbuch "Manual of Methods for 

30 General Bacteriology" der American Society for Bacteriology (Washington D.C., USA) nachgelesen werden. Ein Bei- 
spiel fur eine derartige Mutante ist der Escherichia coli Stamm FE6. die als spontan auftretende, gegen L-Valin resi- 
stente Mutante des Stammes MG1655 isoliert wurde. 

[0022] Weiterhin kCnnen gezielt ungQnstige oder stOrende, chromosomal kodierte Stoffwechselreaktionen ausge- 
schaltet werden. Hierzu werden in die entsprechenden Gene Insertionen oder Deletionen eingefugt und die auf diese 

35 Weise entstandenen mutierten Gene beziehungsweise Allele in das Chromosom des betreffenden Wirtes eingebaut. 
Es kOnnen die Methoden eingesetzt werden. die oben fur die Mutation des ilvC-Gens beschrieben worden sind. Ein 
Beispiel fiir eine derartige Mutante ist der Escherichia coli Stamm FE7. der eine avtA::aadB-Mutation im Chromosom 
tragi Hierbei handelt es sich um den Stamm MG1655 in dessen avtA-Gen das Resistenz gegen Streptomycin vermit- 
telnde aadB-Gen aus Plasmid pHP45Q (Prentki und Krisch. Gene 29, 303-313 (1984)) eingesetzt wurde. 

40 In den auf diese Weise hergestellten WirtsstSmmen kann dann das panE-Gen allein oder in Kombination mit anderen 
Genen uberexprimiert werden. Beispiele hierfur sind die Stdmme FE6/pFE80 und FE7/pFE80. 
[0023] Die erfindungsgemdB hergestellten Mikroorganismen kOnnen kontinuierlich oder diskontinuierlich im batch 
- Verfahren oder im fed batch (Zulaufverfahren) oder repeated fed batch Verfahren (repetitives Zulaufverfahren) zum 
Zwecke der Pantothensaure-Produktion kultiviert werden. Eine Zusammenlassung uber bekannte Kultivierungsmetho- 

45 den ist im Lehrbuch von Chmiel (Bioprozesstechnik 1. Einfuhrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, 
Stuttgart, 1991)) oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreakloren und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braun- 
schweig/Wiesbaden, 1994)) beschrieben. 

Das zu venvendende Kultur medium muB in geeigneter Weise den AnsprOchen der jeweiligen Mikroorganismen genO- 
gen. Beschreibungen von Kulturmedien verschiedenener Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of Methods for 

50 General Bacteriology" der American Society tor Bacteriology (Washington D.C., USA, 1981) enthalten. Als Kohlenstoff- 
quelle kdnnen Zucker und Kohlenhydrate wie z.B. Glucose. Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, Stdrke 
und Cellulose, Ole und Fette vine z. B. SojaOI. Sonnenblumenfil, ErdnussOl und Kokosfett. Fettsduren wie z. B. Palmi- 
tinsdure, Stearinsdure und Lirtolsdure. Alkohole wie z. B. Glycerin und Ethanol und organische Sduren wie z. B. Essig- 
sdure venwendet werden. Diese Stoffe kdnnen einzein oder als Mischung venvendet werden. Als Stickstoffquelle 

55 kdnnen organische Stickstoff haltige Verbindungen wie Peptone. Hefeextrakt. Fleischextrakt. Malzextrakt, Maisquell- 
wasser. Sojabohnenmehl und Harnstoff oder anorganische Verbindungen wie Ammoniumsulfat, Ammoniumchlorid, 
Ammoniumphosphat. Ammoniumcarbonat und Ammoniumnitrat venwendet werden. Die Stickstoffquellen kOnnen ein- 
zein Oder als Mischung venwendet werden. Als Phosphorquelle kOnnen PhosphorsSure. Kaliumdihydrogenphosphat 
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Oder Dikatiumhydrogenphosphat Oder die entsprechenden Natrium haltigen Saize verwendet warden. Das Kulturme- 
dium muB weiterhin SaIze von Metallen enthalten vyrie z.B. Magnesiumsulfat Oder Eisensulfat. die fur das Wachstum 
notwendig sind. SchlieBlich kdnnen essentielle Wuchsstoffe wie Aminosduren und Vitamine zusdtzlich zu den oben 
genannlen Stoffen eingesetzt werden. Dem Kulturmedium kdnnen uberdies Vorstufen der Pantothensdure wie p-A)anin 
5 Oder Ketopantolnsdure und deren SaIze zugesetzt werden. Die genannten Einsatzstoffe kOnnen zur Kultur in Form 
eines einmaligen Ansatzes hinzugegeben oder In geeigneter Weise wdhrend der Kultivierung zugefuttert werden. 

[0024] Zur pH - KontroDe der Kultur werden basische Verfoindungen wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammo- 
nlak, Oder saure Verbindungen wie PhosphorsSure Oder Schwefetsdure in geeigneter Weise eingesetzt. Zur Kbntrolle 
der Schaumentwicklung kOnnen Antischaummittel wie z.B. Fettsdurepolyglykolester oder SilikonOle eingesetzt werden. 

10 Zur Aufrechterhaltung der Stabilitat von Plasmiden kOnnen dem Medium geelgnete selektiv wirkende Stoffe z.B. Anti- 
biotika hinzugefOgt werden. Um aerobe Bedingungen aufrechtzuerhalten werden Sauerstoff oder Sauerstoff hattige 
Gasmlschungen wie z.B. Luft in die Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt normalerweise bei 2^0 bis 
50^0 und vorzugsweise bei 25°C bis 45^C. Die Kultur wird solange fortgesetzt bis sich ein Maximum an Pantothensdure 
gebildet hat Dieses Ziel wird normalenA/eise innerhalb von 10 Stunden bis 160 Stunden erreicht. 

15 [0025] Die Konzentration an gebildeter Pantothensdure kann mit bekannten Verlahren (Velisek; Chromatographic 
Science 60, 515-560 (1992)) bestimmt werden. 

[0026] Folgende Mikroorganismen wurden bei der Deutschen Sammlung fur Mikrorganismen und Zellkulturen 
(DSMZ. Braunschweig. Deutschland) gemdB Budapester Vertrag hinterlegt: 



20 • 


Escherichia coli 


K12 


Stamm 


FES als DSM12378 




Escherichia coli 


K12 


Stamm 


MG1655/pFE32 als DSM12413 


25 


Escherichia coli 


K12 


Stamm 


MG1655/pFE65 als DSM 12382 


Escherichia coli 


K12 


Stamm 


MG1655/i3FE80 als DSM 1241 4 




Escherichia coli 


K12 


Stamm 


FE6 als DSM12379 


30 • 


Escherichia coli 


K12 


Stamm 


FE7 als DSM 12380 



[0027] Mit dem erf indungsgem^Ben Verlahren wird dem Fachmann ein neues Werkzeug an die Hand gegeben, um 
die PantothensdurebikJung von Mikroorganismen gezielt zu verbessern. 

35 Beispiele 

[0028] Die vorliegende Erf indung wird im folgenden an hand von AusfOhrungsbeispielen ndher eridutert. 
Beispiel 1 

40 

Herstellung einer ilvC::aacC1 panE::Tn5 Mutante von Escherichia coli K12 Stamm MG1655 
1. Herstellung der ilvC::aacC1 Mutante 

45 [0029] Ausgehend von der Nukleotidsequenz fur das ilvC-Gen in E. coli K1 2 MG1 655, (EMBL-GenBank: Accession 
Nr. M87049) wurden PCR-Primer synthetisiert (MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland)). Ein ca. 1500 bp groBes 
DNA-Fragment konnte mit diesen Primern unter der Standard-PCR-Methode von Innis et al. (PGR protocols. A guide 
to methods and applications, 1990. Academic Press) amplifiziert werden. Die fOr die PGR eingesetzte chromosomale 
E. coli K12 MG1655 DNA wurde mittels des NueleoSpin G + T Kits (Macherey-Nagel (Duren, Deutschland). Produkt- 

50 beschreibung NueleoSpin C + T, Art.-Nr. 740952) isoliert. Die GrOBe wurde durch gelelektrophoretische Auftrennung 
(30 Minuten, lOV/cm) in einem 0,8 %igen Agarosegel bestimmt. 
[0030] PCR-Primer fur das ilvC-Gen aus E. coli: 

ilvCI 5-AGAAGCAGAAGATCACGAGG -3' 

55 

ilvG2 5'-CTCCAGGAGAAGGCTTGAGT -3 ' 

[0031] Das PCR-Produkt des ilvG-Gens wurde in das Plasmid pCR®2.1 und in den E. coli Stamm TOP10F' trans- 
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formiert (Invrtrogen (Leek. Niederlande). Produktbeschreibung Original TA Cloning® Kit. Cat. no. KNM2030-01). 

[0032] Der Klonierungserfolg wurde durch Spaltung der DNA des Plasmids pCR®2.1 ilvC mit den Restriktionsen- 
zymen EagI (Pharmacia Biotecli (Freiburg, Deutschland). Produktbeschreibung Eagl. Code no. 27-0885-01), EcoRI 
(Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung EcoRI. Code no. 27-0884-03) und Kpnl (Pharmacia 
5 Biotech (Freiburg, Deutschland). Produktbeschreibung Kpnl, Code no. 27-0908-01) nachgewiesen. Dazu wurde die 
Plasmid DNA mittels des QIAprep Spin Plasmid Kits (QIAGEN (IHilden, Deutschland), Cat no. 271 06) isoiiert und nach 
Spaltung In einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm). 

[0033] Zur Isolation des ilvC-Gens aus dem Plasmid pCR®2.1 ilvC wurde die isolierte Plasmid DNA mit den Enzy- 
men Hindlll (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung Hindlll, Code no. 27-0860-01) und Xbal 

10 (Pharmacia Biotech (Freiburg. Deutschland). Produktbeschreibung Xbal, Code no. 27-0948-01) gespalten. der Spal- 
tungsansatz im 0,8 %lgen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm) und das 1 ,5 kbp ilvC-Fragment mit Hitfe des 
GLASSMAX'" Kits isoiiert (GIBCO BRL (Eggenstein, Deutschland), Produktbeschreibung GLASSMAX™ Spin Cartrid- 
ges, Cat. no. 15590-052). Das isolierte ilvC-Fragment wurde mit dem ebenfalls Hindlll und Xbal gespaltenen Plasmid 
pMAK705 (Hamilton et al.. Journal of Bacteriology 1989. 171 : 4617-4622) mittels T4 DNA Ligase (Pharmacia Biotech 

75 (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung T4 DNA Ligase. Code na. 27-0870-03) ligiert und der E. coli Stamm 
DH5amcr (Grant. Proceedings of the National Academy of Science 1990. 87: 4645-4649) mit dem Ligationsansatz 
elektroporiert (Tauch, FEMS Microbiology Letters 1994. 123: 343-347). Die Selekdon auf Plasmid tragende Zellen 
erfolgte durch ausplattieren des Elektroparationsansatzes auf LB Agar (Lennox, Virology 1 955. 1 : 1 90). welcher mit 25 
^g/ml Chloramphenicol (Sigma (Deisenhofen, Deutschland) (Deisenhofen. Deutschland). Code no. C 0378) versetzt 

20 war und 24 Stunden Inkubation bei 30''C. Das gesuchte Plasmid konnte nach DNA-lsolation und Kbntrollspaltung, bei 
anschlieBender Gelelektrophorese im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, 1 0V/cm), mit den Enzymen Hindlll. Xbal und 
Kpnl in einem Kton identifiziert werden und wurde mit pFE30 bezeichnet. 

[0034] Zur Isolation des iivC-Gens aus dem Plasmid pFE30 wurde die isolierte Plasmid DNA mit dem Enzym 
BamHI (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung BamHI, Code no. 27-0868-03) gespalten, 

25 der Spahungsansatz im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, lOV/cm) und das 1,5 kbp ilvC-Fragment mit 
Hilfe des GLASSMAX™ Kits isoiiert. Das isolierte ilvC-Fragment wurde mit dem ebenfalls BamHI gespaltenen Plasmid 
pBR322 (Sutcllffe, COLD SPRING HARBOR SYMPOSIA ON QUANTITATIVE BIOLOGY 1979, 43: 77-90) mittels T4 
DNA Ligase ligiert und der E. coli Stamm DH5amcr mit dem Ligationsansatz elektroporiert. Die Selektion auf Plasmid 
tragende Zellen erfolgte durch ausplattieren des Elektroporationsansatzes auf LB Agar, welcher mit 100 lag/ml Ampicil- 

30 lin (Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Code no. A 9518) versetzt war und 24 Stunden Inkubation bei 37°C. Erhaltene 
Kolonien wurden parallel auf LB+Ampiciilin-Agar und LB+(5^g/ml)Tetracyclin (Sigma (Deisenhofen, Deutschland), 
Code no. T3383) angeimpft. DNA aus Tetracyclin sensitiven Kolonien wurde mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit isoiiert 
und der Erfolg der Klonierung mittels einer BamHI- und KpnI-Spaltung und anschlieBender Auftrennung im 0,8 %igen 
Agarosegel (30 Minuten, lOV/cm) verifiziert. Das konstruierte Plasmid wurde pFE32 genannt. 

35 [0035] In die KpnI-Schnittstelle des Plasmids pFE32 wurde ein aacCI -Gen kloniert und das erhaltene Plasmid mit 
pFE33 bezeichnet. Das aacCI-Gen wurde dazu aus einem Agarosegel (30 Minuten, lOV/cm) isoiiert, in welchen ein 
KpnI-Restriktionsansatz des Plasmids pMS255 (Becker. Gene 1995. 162: 37-39) aufgetrennt wurde. Ligation erfolgte 
mit T4-DNA-Ligase. Nach Elektroporation des Ligationsansatzes in den Stamm DH5anncr wurden die Transformanten 
auf PA-Agar (Sambrook, Molecular cloning. 2"^ edn. Cold Spring Hartror, 1989), welcher mit 10 jig/ml Gentamycin 

40 (Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Code no. G3632) versetzt war, selektioniert. DNA aus Gentamycin resistenten 
Kolonien wurde mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit isoiiert und der Erfolg der Klonierung mittels einer BamHI- und Kpnl- 
Spaltung und anschlieBender Auftrennung im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, lOV/cm) verifiziert. 
[0036] Das ilvC::aacC1 -Fragment wurde aus dem Plasmid pFE33 mittels Sphl-(Pharmacia Biotech (Freiburg, 
Deutschland), Produktbeschreibung SphI, Code no. 27-0951-01) Restriktion gespalten, im 0,8 %igen Agarosegel (30 

45 Minuten, lOV/cm) aufgetrennt und mit dem GLASSMAX^" Kit Isoiiert. Das Fragment wurde mit dem SphI gespaltenem 
Plasmid pMAK705 mittels T4-DNA-Ligase ligiert, der Ligationsansatz in den Stamm DH5amcr elektroporiert und Trans- 
formanten durch Inkubation auf PA-nGentanrrycin-Agar fOr 24 Stunden bei ZQ°C selektioniert. DNA aus Gentamycin resi- 
stenten Kolonien wurde mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit isoiiert und der Erfolg der Klonierung mittels einer SphI- und 
EcoRI-Spaltung im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, lOV/cm) nachgewiesen. Das konstruierte Plasmid wurde mit 

50 pDBI bezeichnet. 

[0037] Mit Hilfe des Plasmids pDBI wurde in dem Stamm E. coli K12 MG1655 das chromosomale ilvC-Gen gegen 
das unterbrochene ilvC::aacCl -Fragment ausgetauscht. Fur den Genaustausch wurde eine modifizierte Methode nach 
Hamilton etal. verwendet. Das Plasmid pDBI wurde in den E. coli K12 MG1655 Stamm elektroporiert anschlieBend 
wurden die Transformanten zur Selektion auf Cointegrate auf LB-Chloramphenicol-Agar bei 42''C fur 24 Stunden inku- 
55 biert. Die erhaltenen Kolonien wurden zur Vereinzelung wiederum auf dem gleichen Medium ausgestrichenund bei 
42''C fur 24 Stunden inkubiert. Zur Desintegration des Plasmids wurden Einzelkolonien in 5ml LB-Flussigmedium bei 
42''C for 24 Stunden inkubiert, und anschlieBend eine VerdOnnungsreihe des FIQssigmediums auf LB-Chlorampheni- 
col-Agar ausplattiert. Diese Verdunnungsreihe wurde bei SO^C fur 24 Stunden inkubiert. Zur Kurierung vom Plasmid 
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wurden aus der Verdunnungsreihe erhaltene Einzelkolonien in 3 aufeinanderfolgenden Einzelkolonieausstrichen auf 
LB-Agar bei 42^*0 fur jeweils 24 Stunden angezogen. Zur Kontrolle des Phdnotyps wurden die erhaltenen Einzelkolo- 
nien parallel auf Agarplatten mit folgenden Median angeinnpft: Medium E (Vogel, Journal of Biological Chemistry 1956. 
218: 97-106) + Glucose (0.4%). MediumE + Glucose (0,4%) (Sigma (Delsenhofen, Deutschland), Code no. G8270)+ 
5 50M9/ml Isoleucin (Sigma (Delsenhofen. Deutschland). Code no. 17268). MediumE + Glucose (0,4%) + 50^g Ketoiso- 
valerat (ICN (Eschwege, Deutschland), Code no. 151395). MediumE + Glucose (0,4%) + 50^g/ml tsoleucin+50^g 
Ketoisovalerat, PA-Medium + Gentamycin und LB-Medium + Chloramphenicol. Diese Medien wurden fOr 48 Stunden 
bei 37''C inkubiert. Unter 150 getesteten Einzelkolonien befand sich eine deren Phdnotyp den Austausch des chromo- 
somalen ilvC-Gens durch das ilvC::aacC1 -Fragment anzeigte. Dieser Stamm wurde mit FE4 bezeichnet. 

10 

2. Herstellung der ilvC::aacC1 panE::Tn5 Doppelmutante 

[0038] Der Stamm FE4 wurde in 5ml LB-FIOssig medium + lOmM MgS04 + 0,2% Maltose (Sigma (Delsenhofen. 
Deutschland), Code no. M58d5) (LBMgMal) bei 37°C bis zu einer optischen Dichte von 0,5 angezogen. Die Messung 

15 der optischen Dichte efolgte mit einem Pharmacia (Freiburg, Deutschland) Novaspec 11 Photometer bei einer Wellen- 
Idnge von 660 nm. 2ml der Bakterientdsung wurden 5min bei 3000rpm abzentrifugiert (Beckmann Model J2-21 Centri- 
fuge, Rotor JA-17). Nach Aufnahme des Pellets mit 0.5ml LBMgMal- Fiussigmedium wurde die Suspension mit 30^1 
A.::Tn5(Simon, Gene 1989, 80(1):161-169)-Lysat. ca. 10® Bakleriophagen, versetzt. Dieses Lysat wurde aus dem 
Stamm E. coli K12 C600 (Appleyard. Genetics 1954, 39:440-452) isoliert, nach der Methode von Hagemann (Gentech- 

20 nologische.Arbeitsmethoden, Gustav Fischer Verlag,1990: 14-18).Die Suspension mit dem A.::Tn5-Lysat wurde fOr 45 
Minuten bei 30''C inkubiert. Nach Abzentrifugation bei 3000rpm fur 5 Minuten wurde das Pellet in 10ml PA + lOmM 
Pyrophosphat aufgenommen und fOr 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Die BakterienlOsung wurde als VerdOnnungsreihe 
auf Medium E-Agar + Glucose (0.4%) + 25fxg/ml Kanamycin + 50Mg/ml Isoleucin + 50M,g/ml Ketoisovalerat + 50^g/ml 
Pantothenat ausplattiert und bei 37''C fur 48 Stunden inkubiert. Einzelkolonien wurden parallel auf MediumE-Agar + 

25 Glucose (0,4%) + 25ng/ml Kanamycin + 50^g/ml Isoleucin + 50ng/ml Ketoisovalerat + 50^g/ml Pantothenat und auf 
Medium E-Agar + Glucose (0.4%) + 25|ig/ml Kanamycin + 50^g/ml Isoleucin + 50^g/mi Ketoisovalerat angeimpft und 
bei37°C fur 48 Stunden inkubiert. Unter 14000 angeimpften Einzelkolonien konnte eine, als FE5 bezeichnete Kolonie. 
identifiziert werden welche auf Medium E-Agar + Glucose (0.4%) + 25^g/ml Kanamycin + 50^g/ml Isoleucin + 50^g/ml 
Ketoisovalerat + 50ng/ml Pantothenat wuchs, nicht aber auf Medium E-Agar + Glucose (0.4%) + 25Mg/ml Kanamycin + 

30 50^g/ml Isoleucin + 50^g/ml Ketoisovalerat. 

3. Charakterisierung der StSmme FE4 und FE5 

[0039] Zusammen mit den E. coli Stdmmen SJ2 (Jakowski, Genetic Stock Center, V^le University) .der eine Muta- 
35 tion im panB-Gen tr^gt, MW6 (Williams, Genetic Stock Center, Yale University), der eine Mutation im panC-Gen trdgt, 
und DV9 (Vallari, Journal of Bacteriology 1985. 164:136-142). der eine Mutation im panD-Gen trdgt. sowie einem Wild- 
typ wurden die Stdmme FE4 und FE5 auf unterschledtich supplementierten Grundmedien (Medien E-Agar + Glucose 
(0.4%) + 50|ig/ml Isoleucin + 50^g/ml Ketoisovalerat; bei SJ2, DV9 und MW6 zusdtzlich 50 \iq/w\ Thiamin) ausgestri- 
chen und bei 37°C fur 48 Stunden inkubiert. Als zusdtzliche Supplemente wurden Pantothenat (Calcium-Salz), Keto- 
ne pantoat (Natrium- Salz). p-Alanin (Sigma (Delsenhofen, Deutschland), Code no. A7752) und Pantoat (Kalium-Salz) 
venwendet. Ketopantoat wurde aus Ketopantolacton durch Behandlung mit dquimolaren Mengen an NaOH bei 60°C 
und anschlieBendem Eindampfen hergestellt. Ketopantolacton wurde nach Ojima et al. (Organic Synthesis 63, 18 
(1985)) synthetisiert. Pantoat wurde aus Pantoyllacton (Sigma (Delsenhofen. Deutschland). Code no. P2625) nach der 
Methode von Primerano und Burns (Journal of Bacteriology 1 983. 153: 259-269) hergestellt. Das Ergebnis des Wachs- 
45 tumstests (Tabelle 1) zeigte, daB der Stamm FE4 auf alien unterschiedlich supplementierten Grundmedien wuchs. Der 
Stamm FE5 wuchs nur auf Medien, die entweder mit Pantothenat Oder Pantoat supplementiert waren, nicht aber auf 
Grundmedien die mit Ketopantoat versetzt waren. 



50 



55 
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Tabelle 1 



Stamm 


Supplemerrte des Grundmediums 




keine 


p-Alanin [50^g/ml) 


Ketopantoat [50^g/ml] 


Pantoat [50jig/ml] 


Pantothenat [50^g/ml] 














MG1655 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 














SJ2 






+ 


+ 


+ 














MW6 










+ 














DV9 




+ 






+ 














FE4 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 














FES 








+ 


+ 



+ = Wachslum 
- = kein Wachslum 



Betspiel 2 

30 Isolierung des panE-Gens von Escherichia coli K1 2 Stamm W1 485 

[0040] In den Stamm FES wurde die E. coli K12 W1485 MATCHMAKER Genomic Ubrary (CLONTECH (Heidel- 
berg. Deutschtand), Cat. no. XL4001 AB) elektroporiert. Die E. coli K12 MATCHMAKER Genomic Library enthait die 
chromosomale DNA von E. coli K12 W1485 als durchschnittlich 1.0 kbp groBe Inserts in dem Plasmid pGADIO, die 

35 GrOBe der einzelnen Inserts variiert dabei von 0,5 - 3,0 kbp (CLONTECH (Heidelberg, Deutschland)). Die Selektion der 
Transformanten erfolgte durch Ausplattieren auf Medium E-Agar + Glucose (0,4%) + 100 ^g/ml Ampicillin + 50^g/ml 
Isoleucin + SO^g/ml Ketoisovalerat. Aus 20 erhaltenen Kotonien wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Plasmid Kits die 
Plasmid DNA isoliert. Durch eine EcoRI-Spaltung der Plasmid DNA und anschlieBender Auftrennung im 0.8 %igen 
Agarosegel (30 Minuten, lOV/cm) wurde gezelgt. daB es sich be! den Plasmiden urn 20 pGADIO Vektoren mit unter- 

40 schiedlich groBen Inserts handelte. Die Sequenzierung (NT Biotech (Bielefekl, Deutschland)) der Inserts ergab. durch 
Homologievergleiche mit dem BLAST-Programm (Altschul. Journal of Molecular Biology 1990, 21 S: 403-410), daB die 
Inserts in 7 Fdlle ein vollstdndiges ilvC-Gen und in 13 Fallen ein offenes Leseraster enthielten, der mit "dhnlich zu Sal- 
monella typhimurium apbA" bezeichnet wurde (EMBL-GenBank: Accession Nr. U82664). Dieser offenes Leseraster 
wurde mit panE bezeichnet. 

45 

Beispiel 3 

Uberexpression des ilvC-Gens von E. coli in E. coli K12 Stamm MG1655 

50 [0041 ] Zur Uberexpression des ilvC Gens wurde das Plasmid pFE32 (siehe Beispiel 1 )verwendet. Die Kodierregion 
des ilvC-Gens steht im Plasmid pFE32 unter der Kontrolle des vom Plasmid pBR322 kodierten tet-Promotors. Das 
Plasmid pFE32 wurde in den Stamm E. coli K12 MG1655 elektroporiert und Transformanten auf LB Agar, welcher mit 
lOO^g/ml Ampicillin versetzt war, nach anschlieBender Inkubation fur 24 Stunden bei ZTO selektioniert. Der erhaltene 
Stamm wurde als MG1655/pFE32 bezeichnet. 

55 
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Beispiel 4 

Oberexpression des panE-Gens von E. coli in E. coli K12 Stamm MG1655 

5 [0042] Ausgehend von der NuWeotidsequenz fur das panE-Gen in E. coli K12 MG1655 wurden PCR-Primer syn- 
thetisiert (MWG Biotech (ElDersberg. Deutschland)). Ein ca. 1000 bp groBes DNA-Fragment konnte mitdiesen Primern 
unter der Standard-PCR-Methode aus chromosomaler E. coli K12 MG1655 DNA amplrfiziert werden. Die fur die PGR 
eingesetzte chromosomale E. coli K1 2 MG1 655 DNA wurde mittels des NucleoSpin C + T Kits isoliert Die Gr03e wurde 
durch gelelektrophoretlsche Auftrennung (30 Minuten. 10V/cm) in einem 0,8 %igen Agarosegel bestimmt. 

10 [0043] PCR-Primer fur das panE-Gen aus E. coli: 

panE1 5'-AGGAGGACAATGAAAATTAC -3' 
panE2 5 -TCAGTCTCTTCACTACCAGG -3' 

15 

[0044] Das PCR-Produkt des panE-Gens wurde in das Plasmid pCR®2.1 und in den E. ccli Stamm TOPI OF'trans- 
formiert (Invitrogen (LeeK Niederlande), Produktbeschreibung Original TA Cloning® Kit, Cat no. KNM2030-01). Der 
Klonierungserfolg wurde durch Spaltung der DNA des Plasmids pCR®2.1panE mit den Restriktionsenzymen EcoRI 
und Hindi (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung Hindi, Code no. 27-0858-01) nachge- 
20 wiesen. Dazu wurde die Plasmid DNA mittels des QIAprep Spin Plasmid Kits isoliert und nach Spaltung in einem 0,8 
%igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, lOV/cm). 

[0045] Zur Isolation des panE-Gens aus dem Plasmid pCR®2.1panE wurde die isolierte Plasmid DNA mit dem 
Enzym EcoRI gespalten, der Spaltungsansatz im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm) und das 1 ,0 
kbp pan E- Fragment mit Hilfe des GLASSMAX^" Kits isoliert. Das isolierte panE-Fragment wurde mit dem ebenfalls 

25 EcoRI gespaltenen Plasmid pKK223-3 mittels T4 DNA Ligase ligiert und der E. coli Stamm DH5anfKr mit dem Ligati- 
onsansatz elektroporiert. Die Selektion auf Plasmid tragende Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Elektroporations- 
ansatzes auf LB Agar, welcher mit 100}ig/ml Ampicillin versetzt war und anschlieBender Inkubation fur 24 Stunden bei 
37*'C. Das gesuchte Plasmid konnte nach DNA- Isolation und Kontrollspaltung, bei anschlieBender Gelelektrophorese 
im 0,8%igen Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm), mit den Enzymen EcoRI und Hindi in einem Klon identifiziert werden 

30 und wurde mit pFE65 bezeichnet. 

[0046] Die Kodierregion des panE-Gens sleht im Plasmid pFE65 unter der Kbntrdle des vom Plasmid pKK223-3 
kodierten tac-Promotors. Das Plasmid pFE65 wurde in den Stamm E. coli K12 MG1655 elektroporiert und Translbr- 
manten auf LB Agar, welcher mit lOO^g/ml Ampicillin versetzt war, und anschlieBender Inkubation fur 24 Stunden bei 
37*'C selektioniert. Der erhaltene Stamm wurde als E. coli K12 MG1655/i3FE65 bezeichnet. 

35 

Beispiel 5 

Oberexpression des panE-Gens von E. coli zusammen mit panB. panC und panD von E. coli In E. coli K12 Stamm 
MG1655 

40 

[0047] Ausgehend von der Nuklectidsequenz fur das panB-Gen, panC-Gen und panD-Gen in E. coli K12 MG1655 
(EMBL-GenBank: Accession Nr. LI 7086) wurden PCR-Primer synthetisiert (MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland)). 
Mit den panB Primern konnte ein ca. 800 bp groBes DNA-Fragment, mit den panD Primern ein ca. 400 bp groBes DNA- 
Fragment unter der Standard-PCR-Methode aus chromosomaler E. coli K12 MG1655 DNA amplifiziert werden. Mit den 

45 panC Primern konnte ein ca. 850 bp groBes DNA-Fragment mittels einer modifizierten Standard-PCR-Methode aus 
chromosomaler E. coli K12 MG1655 DNA amplifiziert werden. Die Tag-Polymerase wurde durch die Pfu-Polymerase 
ersetzt und die Pufferbedingungen im PCR-Ansatz entsprechend modifiziert (STRATAGENE (Heidelberg, Deutsch- 
land), Produktbeschreibung Pfu-Polymerase, Code no. 600135). Die fur die PCR eingesetzte chromosomale E. coli 
K12 MG1655 DNA wurde mittels des NucleoSpin C •»- T Kits isoliert Die GrOBe aller Amplifikate wurde durch gelelek- 

50 trophoretische Auftrennung (30 Minuten, lOV/cm) in einem 0,8 %igen Agarosegel bestimmt. 
[0048] PCR-Primer fur das panB-Gen aus E. cdi: 

panBI 5'-AGGATACGTTATGAAACCGA -3' 

55 panB2 5 - ACAACGTGACTCCTTAATGG -3 ' 

[0049] PCR-Primer fOr das panC-Gen aus E. coli: 
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panC1 5'-AGGAGTCACGTTGTGTTAAT -3' 

panC2 5'-AAGTATTACGCCAGCTCGAC -3' 
5 [0050] PCR-Primer fOr das panD-Gen aus E. coli: 

panD1 5 -AGGTAGAAGTTATGATTCGC -3 ' 
panD2 5 '-TAACAATCAAGCAACCTGTA -3 ' 

10 

[0051] Das PCR-Produkt des panB-Gens wurde in das Plasmid pCR®2.1 und in den E. coll Stamm TOPIOF'trans- 
formiert (Invitrogen (Leek. Niederlande)). Der Klonierungserfolg des panB-PCR-Produktes wurde durch Spaltung der 
DNA des Plasmids PCR®2.1panB mit den Restriktionsenzymen EcoRI, EcoRV (Pharmacia Biotech (Freiburg, 
Deutschland). Produklbeschreibung EcoRV. Code no. 27-0934-01) und Pvull (Pharmacia Biotech (Freiburg. Deutsch- 

75 land), Produktbeschreibung Pvull. Code no. 27-0960-01) nachgewiesen. Dazu wurde die Plasmid DNA mittels des 
QIAprep Spin Plasmid Kits isoliert und nach Spaltung in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten. 
lOV/cm). Das PCR-Produkt des panD-Gens wurde in das Plasmid pCR®2.1 und in den E. coli Stamm TOP10F' trans- 
formiert (Invitrogen (LeeK Niederlande)). Der Klonierungserfolg des panD-PCR-Produktes wurde durch Spaltung der 
DNA des Plasmids pCR®2.1panD mit den Restriktionsenzymen EcoRI. EcoRV und Hindi nachgewiesen. Dazu wurde 

20 die Plasmid DNA mittels des QIAprep Spin Plasmid Kits isoliert und nach Spaltung in einem 0,8 %igen Agarosegel auf- 
getrennt (30 Minuten, 10V/cm). Das PCR-Produkt des panC-Gens wurde in das Plasmid pUC19 (Viera, Gene 1982 
19:259-268) und in den E. coli Stamm DHSamcr elektroporiert. Der Klonierungserfolg des panC- PC R-Produktes wurde 
durch Spaltung der DNA des Plasmids pUCl9panC mit den Restriktionsenzymen EcoRI, Hindlll und Sail (Pharmacia 
Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung Sail. Code no. 27-0882-01) nachgewiesen. Dazu wurde die 

25 Plasmid DNA mittels des QIAprep Spin Plasmid Kits isoliert und nach Spaltung In einem 0.8 %igen Agarosegel aufge- 
trennt (30 Minuten, 10V/cm). Das konstruierte Plasmid wurde pFE60 genannt. 

[0052] Zur Isolation des panB-Gens aus dem Plasmid pCR®2.1panB wurde die isolierte Plasmid DNA mit dem 
Enzym EcoRI gespalten, der Spaltungsansatz im 0.8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, lOV/cm) und das 800 
bp panB-Fragment mit Hilfe des GLASSMAX^" Kits isoliert. Das isolierte panB-Fragment wurde mit dem ebenfalls 

30 EcoRI gespaltenen Plasmid pKK223-3 mittels T4 DNA Ligase ligiert und der E. coli Stamm DHSamcr mit dem Ligati- 
onsansatz elektroporiert. Die Selektion auf Plasmid tragende Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Elektroporations- 
ansatzes auf LB Agar, welcher mit lOO^g/ml Ampicillin versetzt war und anschlieBender Inkubation fur 24 Stunden bei 
37*'C. Das gesuchte Plasmid konnte nach DNA-lsolation und Kontrollspaltung, bei anschlieBender Geletektrophorese 
im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten. lOV/cm), mit den Restriktionsenzymen EcoRI, EcoRV und Pvull in einem Klon 

35 identifiziert werden und wurde mit pFE40 bezeichnet. Die Kodien-egion des panB-Gens steht im Plasmid pFE40 unter 
der Kontrolle des vom Plasmid pKK223-3 kodierten tac-Promotors. 

[0053] Zur Isolation des panD-Gens aus dem Plasmid pCR®2.1panD wurde die isolierte Plasmid DNA mit dem 
Enzym EcoRI gespalten, der Spaltungsansatz im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 1 0V/cm) und das 400 
bp panD-Fragment mit Hilfe des GLASSMAX™ Kits isoliert. Das isolierte panD-Fragment wurde mit dem ebenfalls 

40 EcoRI gespaltenen Plasmid pKK223-3 mittels T4 DNA Ligase ligiert und der E. coli Stamm DHSamcr mit dem Ligati- 
onsansatz elektroporiert. Die Selektion auf Plasmid tragende Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Elektroporations- 
ansatzes auf LB Agar, welcher mit lOO^g/ml Ampicillin versetzt war und anschlieBender Inkubation fur 24 Stunden bei 
37*^0. Das gesuchte Plasmid konnte nach DNA-lsolation und Kontrollspaltung, bei anschlieBender Gelelektrophorese 
im 0,8%igen Agarosegel (30 Minuten. lOV/cm), mit den Enzymen EcoRI. EcoRV und Hincll in einem Klon identifiziert 

45 werden und wurde mit pFESO bezeichnet. Die Kodierregion des panD-Gens steht im Plasmid pFESO unter der Kontrolle 
des vom Plasmid pKK223-3 kodierten tac-Promotors. 

[0054] Das panC-Gen wurde mittels einer Hindlll-Smal (Pharmacia Biotech (Freiburg. Deutschland). Produktbe- 
schreibung Smal, Code no. 27-0942-01) -Spaltung aus dem Plasmid pFESO isoliert, dazu wurde der Spaltungsansatz 
im 0.8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, lOV/cm) und das 8S0 bp panC-Fragment mit Hilfe des GLASS- 

50 MAX^" Kits isoliert. Das isolierte panC-Fragment wurde mit dem ebenfalls Hindlll und Smal gespaltenen Plasmid 
pFESO mittels T4 DNA Ligase ligiert und der E. coli Stamm DHSamcr mit dem Ligationsansatz elektroporiert. Die 
Selektion auf Plasmid tragende Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Elektroporationsansatzes auf LB Agar, welcher 
mit lOO^g/ml Ampicillin versetzt war und anschlieBender Inkubation fur 24 Stunden bei 37''C. Das gesuchte Plasmid 
konnte nach DNA-lsolation und Kontrollspaltung, bei anschlieBender Gelelektrophorese im 0.8 %igen Agarosegel (30 

55 Minuten. lOV/cm). mit den Enzymen EcoRI, EcoRV. Smal, Hindlll und Hincll in einem Klon identifiziert werden und 
wurde mit pFE52 bezeichnet. Die Kodierregion des panD-Gens und des panC-Gens stehen im Plasmid pFE52 unter 
der Kontrolle des vom Plasmid pKK223-3 kodierten tac-Promotors und bilden ein Operon. 

[0055] In die auf den tac-Promotor folgende EcoRI-Schnittstelle des Plasmids pFE52 wurde das panB-Gen ktoniert 
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und das erhaltene Plasmid mit pFE70 bezeichnet. Das panB-Gen wurde dazu aus einem Agarosegel (30 Minuten, 
10V/cm) isoliert, in welchen ein EcoRI-Restriktionsansatz des Plasmids pFE40 aufgetrennt wurde. Ligation erfolgte mit 
T4-DNA-Ligase. Nach Elektroporation des Ugationsansatzes In den Stamm SJ2 wurden die Transfbrmanten auf Medi- 
umE-Agar, welcher mit 0,4% Glucose, lOO^g/ml Thiamin und 100)ig/ml Annpicillln versetzt war, selektioniert. DNA aus 

5 Ampicillln resistenten Kolonlen wurde mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit isoliert und der Erfolg der Klonierung mittels 
einer EcoRI-, EcoRV-, Smal-. Hindlll- und Hincll-Spaltung und anschlieBender Auftrennung im 0.8 %igen Agarosegel 
(30 Minuten. 10V/cm) verif iziert. Die Kodierregion des panB<3ens. panD-Gens und des panC-Gens stehen im Plasmid 
pFE70 unter der Kontrolle des vom Plasmid pKK223-3 kodierten tac-Promotors und bilden ein Operon. 
[0056] Das panE-Gen wurde mittels einer Hindlll-SphI (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbe* 

10 schreibung SphI, Code no. 27-0951-01) -Spaltung aus dem Plasmid pFE65 isoliert, dazu wurde der Spaltungsansatz 
im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, lOV/cm) und das panE-Fragment mit Hilfe des GLASSMAX^" Kits 
isoliert. Das isolierte panE-Fragment wurde mit dem ebenfalls Hindlll und partiell SphI gespaltenen Plasmid pFE70 mit- 
tels 14 DNA Ligase ligiert und der Stamm FES mit dem Ligationsansatz elektroporiert. Die Selektion auf Plasmid tra- 
gende Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Elektroporationsansatzes auf MedienE-Agar + Glucose (0,4%) + SO^g/ml 

75 Isoleucin + 50^g/ml Ketoisovalerat, welcher mit 1 0Ofig/ml Ampicillin versetzt war und anschlieBender Inkubation fur 48 
Stunden bei 37<'C. Das gesuchte Plasmid konnte nach DNA-lsolation und Kontrollspaltung, bei anschlieBender Gel- 
elektrophorese im 0,8%igen Agarosegel (30 Minuten, lOV/cm), mit den Enzymen EcoRI, EcoRV, SphI, Hindlll und Hin- 
di in einem Klon identif iziert werden und wurde mit pFE80 bezeichnet. Die Kodierregion des panB-Gens, panD-Gens, 
panC-Gens und des panE-Gens stehen im Plasmid pFESO unter der Kontrolle des vom Plasmid pKK223-3 kodierten 

20 tac-Promotors und bilden ein Operon. 

[0057] Das Plasmid pFESO wurde in den Stamm E. coli K12 MG1655 elektroporiert und Transformanten auf LB 
Agar, welcher mit 100fxg/ml Ampicillin versetzt war, und anschlieBender Inkubation for 24 Stunden bei 37°C selektio- 
niert. Der erhaltene Stamm wurde als MG1655A>FE80 bezeichnet. 

25 Beispiet 6 

Uberexpression des panE-Gens von E. coli zusammen mit panB, panC und panD von E. coli in einer Valin-resistenten 
Mutante von E. coli K12 MG1655 

30 [0058] Der E. coli K12 Stamm MG1655 wurde auf MediumE-Agar, welcher mit 0,4% Glucose und 100 ^g/ml Valin 
(Sigma (Deisenhofen. Deutschland),V0258) versetzt war, ausgestrichen. Nach 48 Stunden Inkubation bei 37°C konnte 
eine Kolonie isoliert werden. Dieser Stamm wurde mit FE6 bezeichnet. Das Plasmid pFE80 wurde in den Stamm FE6 
elektroporiert und Transfbrmanten auf LB Agar, welcher mit 100^g/ml Ampicillin versetzt war, und anschlieBender Inku- 
bation for 24 Stunden bei 37°C selektioniert. Der erhaltene Stamm wurde als FE6/pFE80 bezeichnet. 

35 

Beispiel 7 

Uberexpression des panE-Gens von E. coli zusammen mit panB. panC und panD von E. coli in einer avtA::aadB- 
Mutante von E. coli K12 MG1655 

40 

[0059] Ausgehend von der Nukleotidsequenz fur das avtA-Gen (EMBL-GenBank: Accession Nr. Y00490) in E. coli 
K12 MG1655 wurden PCR-Primer synthetisiert (MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland)). Ein ca. 1,6 kt)p groBes 
DNA-Fragment konnte mit diesen Primern unter der Standard-PCR-Methode aus chromosomaler E. coli K12 MG1655 
DNA amplif iziert werden. Die GrOBe wurde durch gelelektrophoretische Auftrennung (30 Minuten. 1 0V/cm) in einem 0,8 
45 %igen Agarosegel bestimmt. 

[0060] PCR-Primer fOr das avtA-Gen aus E. coli: 

avtAI 5 -TGCTCTCTCTCAACGCCGAA -3 ' 

50 avtA2 5'-GAAGCCGCCAACCAGGATAA -3' 

[0061 ] Das PCR-Produkt des avtA-Gens wurde in das Plasmid pCR®2. 1 und in den E. coli Stamm TOPI OF ' trans- 
formiert (Invitrogen (Leek. Niederlande)). Der Klonierungserbig wurde durch Spaltung der DNA des Plasmids 
pCR®2.1 avtA mit den Restriktionsenzymen EooRI und Smal nachgewiesen. Dazu wurde die Plasmid DNA mittels des 
55 QIAprep Spin Plasmid Kits isoliert und nach Spaltung in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten. 
lOV/cm). In die Smal-Schnittstelle des Plasmids pGR®2.1avtA wurde ein aadB-Gen ktoniert und das erhaltene Plas- 
mid mit pFE23 bezeichnet. Das aadB-Gen wurde dazu aus einem Agarosegel (30 Minuten, lOV/cm) isoliert, in welchen 
ein Smai-Restriktionsansatz des Plasmids pHP450 (EMBL-GenBank Accession Nr. K021 63) aufgetrennt wurde. Liga- 
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tion erfotgte mit T4-DNA-Ugase. Nach Elektroporation des Ugationsansatzes in den Stamm DHSamcr wurden die 
Transformanten auf PA-Agar, welcher mit 20 \iQ/m\ Streptonnycin (Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Code no. S6501) 
versetzt war. selektioniert. DNA aus Streptomycin resistenten Kblonien wurde mitdem QIAprep Spin Plasmid Kit isoliert 
und der Erfolg der Klonierung mtttels einer EcoRI- und Sphl-Spaltung und anschlieBender Auftrennung im 0.8 %igen 
5 Agarosegel (30 Minuten. 10V/cm) verifiziert. 

[0062] Das avtA::aadB-Fragment wurde aus dem Plasmid pFE23 mittels EcoRI-Restriktion gespatten. im 0.8 
%igen Agarosegel (30 Minuten. lOV/cm) aufgetrennt und mit dem GLASSMAX^" Kit isoliert. Das Fragment wurde mit 
dem partiell EcoRI gespaltenem Plasmid pMAK705 mittels T4-DNA-Ugase ligiert, der Ligationsansatz In den Stamm 
DHSamcr elektroporiert und Transformanten durch Inkubation auf LB-Agar + 20ng/ml Streptomycin + 25Mg/ml Chl- 

10 oramphenicol fur 24 Stunden bei SO'^C selektioniert. DNA aus Streptomycin und Chloramphenicol resistenten Kolonien 
wurde mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit isoliert und der Erfolg der Klonierung mittels einer SphI- und EcoRI-Spaltung 
im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, 1 0V/cm) nachgewiesen. Das konstruierte Plasmid wurde mit pFE24 bezeichnet. 
[0063] Mit Hitfe des Plasmids pFE24 wurde in dem Stamm E. coli K12 MG1655 das chromosomale avtA-Gen 
gegen das avtA::aadB-Allel ausgetauscht. Fur den Genaustausch wurde eine modrfizierte Methode nach Hamilton et 

15 al. verwendet. Das Plasmid pFE24 wurde in den E. coll K12 MG1655 Stamm elektroporiert, anschlieBend wurden die 
Transformanten zur Selektion auf Cointegrate auf LB-Chloramphenicol-Agar bei 42''C fur 24 Stunden inkubiert. Die 
erhaltenen Kolonien wurden zur Vereinzelung wiederum auf dem gleichen Medium ausgestrichenund bei 42°C fur 24 
Stunden Inkubiert. Zur Desintegration des Plasmids wurden Einzelkolonien in 5ml LB-Flussigmedium bei 42''C fur 24 
Stunden inkubiert, und anschlieBend eine Verdunnungsreihe des Flussigmediums auf LB-Chloramphenicol-Agar aus- 

20 plattiert. Diese VerdQnnungsreihe wurde bei 30''C fOr 24 Stunden inkubiert. Zur Kurierung vom Plasmid wurden aus der 
Verdunnungsreihe erhaltene Einzelkolonien in 3 aufeinanderfolgenden Einzelkolonieausstrichen auf LB-Agar bei 42''C 
fOr jeweils 24 Stunden angezogen. 

Zur l^ntrolle des Phanotyps wurden die erhaltenen Einzelkolonien parallel auf Agarplatten mit LB- Medium + 20^g/ml 
Streptomycin und LB-Medium + 25^g/mt Chloramphenicol angeimpft. Diese Medien wurden fOr 48 Stunden bei 37''C 
25 inkubiert. Unter 250 getesteten Einzelkolonien befand sich eine deren Phdnotyp den Austausch des chromosomaleh 
avtA-Gens durch das avtA::aadB-Fragment anzeigte. Dieser Stamm wurde mit FE7 bezeichnet. 
[0064] Das Plasmid pFE80 wurde in den Stamm FE7 elektroporiert und Transformanten auf LB Agar, welcher mit 
100^g/ml Ampicillin versetzt war, und anschlieBender Inkubation fur 24 Stunden bei 37^C selektioniert. Der erhaltene 
Stamm wurde als FE7/pFE80 bezeichnet. 

30 

Beispiel 8 

Bestimmung der Ketopantoatreduktase-Aktivitat in verschiedenen Stdmmen von Escherichia coli K12 

35 [0065] Die spezrf ische Ketopantoatreduktase Aktivitat wurde nach der bei Shimizu et al. (Journal of Biological Che- 
mistry 263: 12077-12084 (1988)) beschriebenen Methode bestimmt. Hierzu wurden. mittels eines Hybaid RiboLyser 
(Heidelberg. Deutschland) und des RiboLyser Kit Blue, Zellextrakte der einzelnen Stdmme gewonnen. Die Ketopan- 
toatreduktase Aktivitdt der Extrakte wurde anhand des NADPH Verbrauchs bei Zugabe von Ketopantoat bestimmt. Fur 
den Stamm E. coli K1 2 MGl 655 wurde eine spezif ische Ketopantoatreduktase Aktivitdt von 6.5 mU/mg. fur den Stamm 

40 E. coli K12 MG1655/pFE65 eine von 22.0 mU/mg bestimmt. Im Falle von Stamm FE5 war keine Aktivitat messbar. 

Beispiel 9 

Bildung von Pantothenat durch verschiedene Stdmme von Escherichia coli K12 

45 

[0066] Die Bildung von Pantothenat durch die Stamme MGl 655, MG1655/pFE32, MG1655/pFE65, 
MG1655/pFE80. FE6/|3FE80 und FE7/pFE80 wurde in batch - Kultur gepruft. Als Kulturmedium wurde das von Vogel 
(Journal of Biological Chemistry 1956. 218: 97-106) beschriebene MediumE mit Glucose (0,4%) als Kohlenstoffquelle 
venwendet. Die Zusammensetzung des venvendeten Mediums ist in Tabelle 2 dargestellt. 



Tabelle 2 



Verbindung 


Konzentration 


MnS04*7H20 


0,2 g/I 


Zitronensaure-Monohy- 
drat 


2,0 g/l 
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Tabelle 2 (fortgesetzt) 



Verbindung 


Konzentration 


K2HPO4 


10.0 g/l 


NaNH4HP04*H20 


3.5 g/l 



[0067] 250 ml Erlenmeyerkolben wurden mit 25 ml des angegebenen Ndhrmediums befullt und der Ansatz beimpft. 
Nach einer BebrQtungszelt von 48 Stunden bei Sl^^C wurden die optische Dichte und die Pantothenat*Konzentration 
to bestimnrrt. Fur die Bestimmung der Zelldichte wurde die optischen Dichte mit einem Novaspec II Photometer-Photome- 
ter der Firma Pharmacia (Freiburg. Deutschland)bei einer Mel^ellenldnge von 580 nm eingesetzt. Der Pantothenat- 
Gehalt wurde im steril filtriertem Kultuniiberstand bestimmt. Die Pantothenatbestimmung (als Calciumsalz) erfolgte mit 
Hilfe des Stammes Lactobacillus plantarum ATCC® 8014 nach Angaben des Handbuchs "DIFCO MANUAL** der Firma 
DIFCO (Michigan. USA;. 10^ Edition. 1 100-1102 (1984)). Das Ergebnis 1st in Tabelle 3 zusammengefasst 

15 



Tabelle 3 



Stamm 


Konzentration [ng/ml] 


Zelldichte [0D5S0] 


Produktivitat 
Qig/ml/oDgeo] 


MG1 655 


0.51 


2.8 


0.18 


MG1 655/pFE32 


1J 


2.8 


0,60 


MG1655/pFE65 


' 4.6 


2.9 


1.6 


M61655/pFE80 


14,0 


2.9 


4,8 


FE6/pFE80 


35,7 


3,2 


11.2 


FE7/pFE80 


41.7 


3,0 


13.9 



30 

Beispiel 10 

Bildung von Pantothenat durch verschiedene Stdmme von Escherichia coll K12 in Gegenwart von Ketopantoat 

35 [0068] Die Bildung von Pantothenat durch die Stamme MG1655, MG1655/pFE32. MG1655/pFE65 bei zugesetz- 
tem Ketopantoat wurde in batch - Kultur gepruft. Hierzu wurde das in Beispiel 8 beschriebene Medium mit 50 ^g/ml 
Ketopantoat supplement! ert. Die Qbrigen Versuchsbedingungen sind wie in Beispiel 8 angegeben. Das Ergebnis ist in 
Tabelle 4 zusammengefasst. 

40 

Tabelle 4 



Stamm 


Konzentration [^g/ml] 


Zelldichte [0D580] 


Produktivitat 
[^g/ml/oDsso] 


MG1655 


6.2 


2,9 


2,1 


MG1655/pFE32 


9,0 


2.9 


3.1 


MG1655/pFE65 


12,6 


2.9 


4,3 



50 Beispiel 1 1 

Isolierung des ilvC-Gens von Corynebacterium glutamicum ATCC13032 

[0069] Chromosomale DNA aus C. glutamicum ATCC 13032 wurde wie bei Tauch et al. (Plasmid, 33:168-179. 
55 1995) beschrieben, isoliert und mit der Restriklionsenzym Sau3A (Pharmacia Biotech (Freiburg. Deutschland). Pro- 
duktbeschreibung Sau3A. Code no. 27-0913-02) partiell gespalten. DNA-Fragmente in einem GrOBenbereich von 7-9 
kb wurden mit Hilfe des "Nucleotrap Extraction Kit for Nucleic Acids" (Macherey und Nagel. DOren, Deutschland; Cat. 
No. 740584) isoliert und in die dephosphorylierte BamHI-Schnittstelle des Vektors pUC19 (Viera et a!.. 1982. Gene, 
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19:259-268; M6I Fermentas, Litauen) ligiert. Die Ligation wurde wie von Sambrook et at. (1989. Molecular Cloning: A 
laboratory Manual, Cold Spring Harbor) beschrieben durchgefuhrt. wobei das DNA-Gemisch mit T4-|jgase (Pharnnacia 
Biotech, Freiburg, Deutschland) uber Nacht inkubiert wurde. Dieses Ligationsgemisch wurde anschlieBend in den E. 
coli Stamm DH5aMCR (Grant. 1990. Proceedings of the National Academy of Sciences U.S.A.. 87:4645-4649) eleklro- 

5 poriert (Tauch, 1994, FEMS Microbiological Letters, 123:343-348) und auf LB-Agar (Lennox, 1955, Virology, 1:190) + 
100 mg/ml Ampicillin ausplattiert. Nach Inkubation fQr 24 h bei 37*C konnte die C. glutamicum Genbank durch Reiso- 
lierung der Plasmid-DNA nach der "Alkalischen-Lyse-Methode" von Birnboim und Doly (1997. Nucleic Acids Research. 
7: 1513-1523) aus den Transformanden gewonnen werden. Mit dieser Genbank wurden kompetente Zellen des E. coli 
Stamms FES, welcher Mutatlonen im panE und ilvC Gen trdgt, elektroporiert. Der Elektroporationsansatz wurde im 

10 AnschluB an die Regenerationsphase (Tauch et.al., 1994, FEMS Microbiological Letters, 123:343-347) zweimal mit 
Medium E (Vogel and Bonner. 1956. Journal of Biolgical Chemistry. 218:97-106) gewaschen. Die Selektion der Trans- 
formanten erfblgte durch Ausplattieren auf Medium E-Agar + Glucose (0.4%) + 100 ^g/ml Ampicillin + 50^g/ml Isoleucin 
+ 50^g/ml Ketdsovalerat. Aus 4 erhaltenen Kolonien wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Plasmid Kits die Plasmid DNA 
isoliert. Durch eine Xbal-Spaltung der Plasmid DNA und anschlieBender Auftrennung im 0,8 %igen Agarosegel (30 

75 Minuten, 10V/cm) wurde gezeigt. daB es sich bei den Plasmiden um pUC19 Vektoren mit ca. 6.5 kbp groBen Inserts 
handelte. Die Sequenzierung der Inserts mit anschlieBenden Homologievergleichen mit Hilfe des BLAST-Programms 
(Altschul, Journal of Molecular Biology 1990. 215: 403-410) ergab, daB die Inserts in alien Fallen ein vollstdndiges ilvC- 
Gen aus C. glutamicum enthielten (EMBL-GenBank: Accession Nr. L09232). Eines dieser Plasmide wurde mit pFE90 
bezeichnet. 

20 

Beisptel 12 

Expression des ilvC-Gens von Corynebacterium glutamicum ATCC1 3032 in Corynebacterium glutamicum ATCC1 3032 

25 [0070] Zur Expression des ilvC-Gens aus C. glutamicum in C. glutamicum ATCCI 3032, wurde das Plasmid pECm3 
venwendet. Das Plasmid pECnn3 ist ein Derivat des Plasmids pECnn2 (Tauch, 1994, FEMS Microbiological Letters, 
123:343-348), dessen Kanamycin-Resistenzgen durch eine Bglll- (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Pro- 
duktbeschreibung Bglll. Code no. 27-0946-02)und BamHI-Restriktlon mit anschlieBender Religation entfernt wurde. 
Die Plasmide pECm2 sowie pECm3 sind in der Lage, sowohl in E. coli als auch in C. glutamicum zu replizieren. Zur 

30 Isolation des ilvC-Gens aus dem Plasmid pFE90 (Beispiel 1 1) wurde die isolierte Plasmid DNA mit dem Enzym Xbal 
(Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland). Produktbeschreibung Xbal, Code no. 27-0948-01 )gespalten, der Spal- 
tungsansatz im 0.8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, lOV/cm) und das 6.5 kbp ilvC-Fragment mit Hilfe des 
GLASSMAX^" Kits isoliert. Das isolierte ilvC-Fragment wurde mit dem ebenfalls Xbal gespaltenen Plasmid pECm3 mit- 
tels T4 DNA Ligase ligiert und der E. coli Stamm FES mit dem Ligationsansatz elektroporiert. Die Selektion auf Plasmid 

35 tragende Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Elektroporationsansatzes auf LB Agar, welcher mit 50^g/ml Chloram- 
phenicol versetzt war und anschlieBender Inkubation fiir 24 Stunden bei 37''C. Das gesuchte Plasmid konnte nach 
DNA-lsolation und Kontrollspaltung. bei anschlieBender Gelelektrophorese im 0.8 %igen Agarosegel (30 Minuten. 
lOV/cm). mit dem Enzym Xbal in einem Klon identifiziert werden und wurde mit pFE91 bezeichnet. 
[0071] Das Plasmid pFE91 wurde in den Stamm C. glutamicum ATCCI 3032 elektroporiert und Transformanten auf 

40 LB Agar, welcher mit 7,5fig/ml Chloramphenicol versetzt war, und anschlieBender Inkubation fur 48 Stunden bei 30**C 
selektioniert. Der erhaltene Stamm wurde als C. glutamicum ATCCI 3032/pFE91 bezeichnet. 

Beispiel 13 

45 Blldung von Pantothenat durch Corynebacterium glutamicum ATCCI 3032 

[0072] Die Bildung von Pantothenat durch den C. glutamicum Stamm ATCCl3032;i3FE91 wurde in Medium CGXIl 
(Keilhauer et al.. 1993. Journal of Bacteriology, 175:5595-5603) mit 10 mg/ml Chloramphenicol, im Folgenden als C. 
glutamicum-Testmedium bezeichnet, gepruft. Dieses Medium ist in Tabelle 5 dargestellt. Je 50 ml frisch angesetztes C. 
50 glutamicum-Testmedium wurden mit einer 16 Stunden alten Kultur (C. glutamicum-Testmedium. 30°C, 150 Upm) mit 
einer o.D.5go von 0,1 angeimpft. Nach 48stundiger Inkubation bei 30 C und 150 U/min wurden die Zellen durch 
lOminutige Zentrifugation bei 5000 x g entfernt, der Uberstand wurde sterilfiltriert und die Pantothenat-Konzentration 
bestimmt. Die Zelldichte wurde wie in Beispiel 9 beschrieben bestimmt. 

[0073] Die Pantothenatbestimmung (als Calciumsalz) erfolgte mit Hilfe des Stammes Lactobacillus plantarum 
55 ATCC® 8014 nach Angaben des Handbuchs "DIFCO MANUAL" der Firma DIFCO (Michigan. USA;. 10**^ Edition. 1 100- 
1 102 (1984)). Das Ergebnis ist in Tabelle 6 dargestellt. 
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Tabelle 5 



Substanz 


Menge pro Liter 


Bemerkung 


(NH4)2 SO2 


20 g 




Harnstoff 


5g 




KH2KO4 






K2HPO4 


ig 




MgS04 * 7 H2O 


0.25 g 




MOPS 


42 g 




CaCl2 


10 mg 




FeS04 * 7 H2O 


10 mg 




MnS04 * H2O 


10 mg 




Cl IOW4 f 112 w 






CUSO4 


0.2 mg 




NiCl2 * 6 H2O 


0.02 mg 




Biotin. 


0.5 mg 




Glukose 


40g 


separat autoklavieren 


Protocatechu- 
sSure 


0.03 mg 


steritfittrieren 



30 



Tabelle 6 



Stamm 


Kbnzentration Lxg/ml] 


Zelldichte [0D5S0] 


Produktivltat 
[^g/ml/oD58o] 


ATCC13032 


0.2 


20 


0.010 


ATCC13032/pFE91 


0,3 


20 


0,015 



40 

Beispiel 14: 

Expression des pan E -Gens von Saccharomyces cerevlsiae 

45 1 . Amplif ikation des Leserasters YHR063c: 

[0074] Ausgehend von der Nuldeotidsequenz des Saccharomyces cerevisiae Leserasters YHR063c (Accession 
Nr. U00061 des National Center tor Biotechnology. Bethesda. MD, USA) wurden die nachstehenden PCR-Primer syn- 
thetisiert (MWG-Biotech. Ebersberg. Deutschland). Anfang bzw. Ende des Leserasters sind durch einen Punkt (.) 
50 gekennzeichnet; 

• 0JD539 (5* EcoRI-NotI START): 

5'- GCG CGA ATT CAG ATC CGC GGC CGC AAA GAG GAG AAA TTA ACT ATG ACT GCA CCA CAC AGA AG -3' 



55 . OJD540 (3* Spel-PstI STOP): 

5'- CGC GAC TAG TCT GCA G.TC AGT CCT TTC TCC AGT CAC-3' 



[0075] Ats Template diente genomische DNA des S. cerevisiae Stammes JD242. die nach der Methode von C. 
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Guthrie und G.R. Fink (Guide to yeast genetics and molecular biologgy, Methods in Enzymology, Vol. 194. Acadennic 
Press. San Diego, CA, 1991) isoliert wurde. Dieser Stamm 1st eine haploide Segregante des diploiden Stammes 
SC288C (Winston et al.. Yeast 11, 53ff. (1995)). dessen Genom sequenziert wurde (Goffeau et al.. Science 274, pp. 
546. (1996)). Die Tetradenanalyse eriblgte nach der Methode von C. Guthrie und G.R. Fink (Guide to yeast genetics 
5 ans molecular biology. Methods in Enzymology, Vol. 194. Academic Press. San Diego. CA, 1991). Der Stamm JD242 
ist auxotroph fur Leucin (leu2A1 Allel) und Uracil (ura3-52 Allel). Ein etwa 1,2 kB groBes DNA-Fragment konnte unter 
VenA/endung des „High Fidelity Expand Polymerase,. Kits der Firma Roche (Mannheim) durch 28 PCR-Zyklen unter den 
vom Hersteller angegebenen Bedingungen amplifiziert werden. Die GrOBe wurde durch elektrophoretische Auftren- 
nung in einem 0.8%igen Agarosegel bestimmt. 

10 

2. Konstruklion von pJD-YHR063c: 

[0076] Zur Expression des YHR063c Leserasters in S. cerevisiae wurde das PCR-Amplif ikat in den E. coli - S. cere- 
visiae Pendelvektor pJDCEX2 eingebaut (Abbildung 8 und Dohmen et al.. 1995, Journal of Biological Chemistry 270, 
15 18099-18109) 

[0077] Das PCR-Produkt wurde zundchst mit EcoRI und Spel (AGS, Heidelberg. Deutschland) restringiert. 
AnschlleBend wurde es mit pJDCEX2-DNA, welche mit EcoRI und Xbal (AGS. Heidelberg. Deutschland) behandelt 
worden war. gemischt und mit T4-DNA Ligase (Roche, Mannheim, Deutschland) ligiert. Der Ligationsansatz wurde in 
den E. coli Stamm XLI-Blue (Bullock et al., 1987. Biolechniques 5. 376) transfbrmiert. Tranformanten wurde durch 

20 Selektlon auf LB-Agar. welcher 150 ^g/ml Amplcillin (Sigma. Deisenhofen. Deutschland) enthielt, erhaKen. Die Plas- 
mid-DNA aus den Ampicillin resistenten Ktonen wurde durch alkalische Lyse prdpariert (Sambrook et al.: Molecular 
Cloning. A Laboratory Manual. CokJ Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Die isolierte Plasmid-DNA wurde dann 
durch Restriktion mit NotI und PstI und anschlieBender Auftrennung im 0.8%igen Agarosegel untersucht. Das Plasmid 
mit der gewOnschten Struktur erhielt den Namen pJD-YHR063c (Abbildung 9). Die Sequenz des in pJD-YHR063c klo- 

25 nierten PCR-Produktes wurde durch Sequenzierung mit den OllgonuWeotiden oJD105 und 0JDIO6 verifiziert. 

• oJD105(T-CYC1): 

5'- GAAGTCATCGAAATAG-3' 

• OJD106(P-CUP1): 

30 5*-TCGTTTCTGTCTTTTTC-3* 

3. Kbnstruktion von pKK-YHR063c: 

[0078] Zur Expression des YHR063c-Leserasters in E. coli wurde das Plasmid pKK223-3 (Brosius and Holy Pro- 
35 ceedings of the National Academy of Science USA 81. 6929 (1984)) verwendet. Hierzu wurde das Plasmid pJD- 
YHR063C zundchst mit EcoRI und PstI (AGS. Heidelberg. Deutschland) restringiert. Das etwa 1 .2 kB groBe YHR063c- 
Fragment wurde nach elektrophoretischer Auftrennung in einem 0.8%igen Agarosegel ausdiesem ausgeschnitten und 
die DNA mit dem Qiaexll Gel Extraction Kit (Qiagen. Hilden, Deutschland) isoliert. AnschlleBend wurde sie in das Plas- 
mid pKK223-3, welches mit EcoRI und PstI geOffnet worden war. mit T4-DNA Ligase (Roche, Mannheim. Deutschland) 
40 ligiert. Der Ugationsansatz wurde in den E. coli Stamm XLI-Blue (Stratagene. LaJolla, CA. USA) transfbrmiert. Tran- 
formanten wurde durch Selektion auf LB-Medium. welches 150 fig/ml Ampicillin (Sigma. Deisenhofen, Deutschland) 
enthielt, erhalten. Die Plasmid-DNA aus den Ampicillin resistenten Klonen wurde durch alkalische Lyse prdpariert 
(Sambrook et al.: Molecular Cloning. A Laboratory Manual, CoW Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Der Klonie- 
rungserfolg wurde durch Restriktion mit EcoRI und PstI und anschlieBender Auftrennung im 0.8%igen Agarosegel 
45 uberpruft. Das Plasmid mit der gewunschten Struktur erhielt den Namen pKK-YHR063c. 

Beispiel 15: 

Komplementation der E. coli Mutante FE5 

50 

[0079] Zur Analyse der panE-Funktion des YHR063c Leserasters aus S. cerevisiae wurde untersucht. ob die 
Expression dieses Leserasters die Pantothensdure-Bedurftigkeit des E. coli Stammes FE5 (Beispiel 1)konnplementie- 
ren kann. Dieser Stamm ist In den Genloci panE und ilvC mutiert. Hierzu wurde zunachst der Stamm FE5 mit Plasmid 
pKK-YHR063c transformiert. 

55 [0080] AnschlleBend wurde das Wachstum des Stammes FE5/pKK-YHR063c auf M9-Minimalagar (Sambrook et 
al.: Molecular Cloning. A Laboratory Manual. CoW Spring Hartwr Laboratory Press. 1989). der mit 50 ng/ml Ketoisova- 
lerat (Kiv) und 50 ^g/ml Isoleucin (lie) supplementiert worden war, in Abhangigkeit von der Zugabe von Pantothenat (50 
^g/ml) untersucht. Als negative Kontrolle diente der Stamm FE5/pKK223-3 und als positive Kontrolle der Stamm 
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FE4/pFE65 (Beispiel 4). Tabelle 7 zeigt das Ergebnis des Versuches: Das in Plasmid pKK-YHR063c enthaltene S. 
cerevisiae Leseraster YHR063C komplementiert die panE-itvC Doppelmutation des E. coli Stammes FES. Das Leser- 
aster YHR063c hat die Funktlon eines panE-Gens. 

Tabelle 7 



Stamm 


M9 + Kiv + lie mit Panto- 
thenat 


M9 + Kiv + He ohne Pan- 
tothenat 


FE5/pFE65 


Wachstum 


Wachstum 


FE5/pKK223-3 


Wachstum 


kein Wachstum 


FE5/pKK-YHR063c 


Wachstum 


Wachstum 



75 Beispiel 16 

Bestimmung der Ketopantcatreduktase-Aktivitdt in verschiedenen Stdmmen von Saccharomyces cerevisiae 

[0081] Der S. cerevisiae Stamm JD242 (Siehe Beispiel 14} wurde mit den Plasmiden pJDCEX2 und pJD-YHR063c 
20 nach der Methode von Dohmen et al. transformiert (Dohmen et al., Yeast 7, 691(1991)). Die Selektion auf Transforman- 
ten erfolgte auf leucinfreiem Minimalmedium mit 1,8% Agar(siehe Tab. 8a,b). 

[0082] Als Ndhrmedium wurde eine Pantotothensdure - freie Variante des im Difco-Manual (Michigan, USA;. 10^ 
Edition, 1 1 00-1 1 02 (1 984)) beschriebenen Yeast Nitrogen Base-Minimal mediums (YNB) venwendet. Es enthielt zusStz- 
lich Glucose (2%), Uracil (40 ^ig/ml), CUSO4 (150 ^M) zur Induktion des Poupr-Promotors von pJDCEX2 und pJD- 
25 YHR-063C, -Leu Drop-Out Supplement der Firma CLONTECH (Heidelberg, Deutschland, Cat. no. 8605-1) (650 jig/ml) 
und die Supplemente Ketopantoat (100 ^g/ml) und p-Alanin (100 fig/ml). Die Zusammensetzung des verwendeten 
Mediums ist In Tabelle 8a und b dargestellt. 



Tabelle 8a 



Verbindung 


Menge pro Liter 


(NH4)2 SO2 


5g 


KH2PO4 


ig 


MgS04 * 7 H2O 


0.5 g 


NaCI 


0,1 g 


CaCl2 


0.1 g 


H3BO3 


500 ^g 


CUSO4 


40 ^ig 


Kl 


100 ng 


FeCIa * 6 H2O 


200 ^g 


MnS04 * HgO 


400 fig 


Na2Mo04 * 2 HgO 


400 ^g 


ZnS04 * 7 H2O 


200 \iQ 


Biotin 


2ng 


Folsdure 


2ng 


Inositol 


2 mg 


Niacin 


400 ^g 


p-Aminobenzoesdure 


200 Jig 


Pyridoxin Hydrochlorid 


400 ^g 
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Tabelle 8a (fortgesetzt) 



Verbindung 


Menge pro Liter 


Riboflavin 


200 \LQ 


Thiamin Hydrochlorid 


400 ^g 



10 

Tabelle 8b 



Zusdtze 


Menge pro Liter 


Glucose 


20 g 


Uracil 


40 mg 


CUSO4 


24 mg 


-Leu DO Supplement 


650 mg 


Ketopantoat 


100 mg 


p-Alanin 


100 mg 



[0083] 250 ml Erienmeyerkolben wurden mit 50 ml des angegebenen Ndhrmediums befOllt, der Ansatz mil Hilfe 
25 einer InpfOse mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte beimpft (siehe Tab. 8a,b) und bei 30 C und 175 U/min 72 
Stunden inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 50 ml des gleichen Ndhrmedium In einem 250 ml Erienmeyerkolben so 
mit der Vorkultur beimpft, das die optischen DIchte (580 nm) 0.5 betrug. Nach einer 24 stundigen Bebrutungszeit bei 
30**C und 175 U/min wurden die optische DIchte mit einem Novaspec II Photometer der Firma Pharmacia (Freiburg, 
Deutschland) bei einer Me3wellenldnge von 580 nm gemessen. Sie betrug fur beide Kulturen 4,0. Die spezif ische Keto- 
30 pantoatreduktase Aktivltdt der S. cerevislae Stdmme JD242ypJDCEX2 und JD242ypJD-YHR063c wurde nach der bei 
Shimizu et al. (Journal of Biological Chemistry 263: 12077-12084 (1988)) beschriebenen Methode bestimmt. 
[0084] Hierzu wurden, mittels eines Hybaid RiboLyser (Heidelberg, Deutschland) und des RiboLyser Kit Red, Zell- 
extrakte der einzelnen Stdmme gewonnen. Die Ketopantoatreduktase Aktlvitdt der Extrakte wurde anhand des NADPH 
Verbrauchs bei Zugabe von Ketopantoat bestimmt. Der Proteingehalt wurde nach der Methode von Bradfort ermittelt 
35 (Bradford, Analytical Biochemistry 72, 248ff.(1976)). FQr den Kontrollstamm JD242/pJDCEX2 wurde eine spezrflsche 
Ketopantoatreduktase Aktivitat von 3 mU/mg Protein und fur der Stamm JD242/pJD-YHR063c eine spezlfische Aktivi- 
tat von 386 mU/mg Protein bestimmt. 

Beispiel 17 

40 

Bildung von Pantothenat durch verschiedene Stdmme von Saccharomyces cerevlsiae 

[0085] Die Bildung von Pantothenat durch die StSmme S. cerevislae JD242yt^JDCEX2 und JD242/i3JD-YHR063c 
wurde in batch - Kuttur geprOft. 

45 [0086] 250 ml Erienmeyerkolben wurden mit 50 ml des in Tab. 8a,b angegebenen Nahrmediums befullt, der Ansatz 
mit Hilfe einer ImpfOse mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte beimpft (siehe Tabelle 8a,b) und bei 30°C und 175 
U/mIn 72 Stunden Inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 50 ml des gleichen Ndhrmedium in einem 250 ml Erienmey- 
erkolben so mit der Vorkultur beimpft, das die optischen Dichte (580 nm) 0,5 betrug. Nach einer 24 stundigen BebrO- 
tungszeit bei 30*0 und 175 U/mIn wurden die optische Dichte (580 nm) und die Pantothenat-Konzentration bestimmt. 

50 Fur die Bestimmung der Zelldichte wurde die optischen Dichte mit einem Novaspec II Photometer der Firma Pharmacia 
(Freiburg, Deutschland) bei einer Me8wellenldnge von 580 nm gemessen. Der Pantothenat-Gehalt wurde im sterll fil- 
triertem Kulturuberstand bestimmt. 

[0087] Die Pantothenatbestimmung (als Calclumsalz) erfolgte mit Hitfe des Stammes Lactobacillus plantarum 
ATCC® 8014 nach Angaben des Handbuchs "DIFCO MANUAL" der Firma DIFCO (Michigan, USA;, 10*^ Edition, 1 100- 
55 1 102 (1984)). Das Ergebnis ist In Tabelle 9 zusammengefasst. 
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Tabelle 9 



20 



25 



30 



40 



50 



S. cerevisiae Stamm 


Konzentration [ng/ml] 


Zelldichte [0D580] 


PrcxJuktivitat 
[^ig/ml/oDsso] 


JD242y|xJDCEX2 


0,93 


4,0 


0,023 


JD242/pJD-YHR063c 


1.12 


4.1 


0,027 



70 

Abbildungen 

Folgende Abbildungen sind beigefOgt: 
15 [0088] 

Abbildung 1 : Karte des Ptasmids pDB1 

• Abbildung 2: Karte des Plasmids pGADIO 
Abbildung 3: Karte des Plasmids pFEbank16 

• Abbildung 4: Karte des Plasmids pFE32 
Abbildung 5: Karte des Plasmids pFE65 
Abbildung 6: Karte des Plasmids pFESO 
Abbildung 7: Karte des Plasmids pFE91 

• Abb.8: Karte des Plasmids pJDCEX2. 

• Abb.9: Karte des Plasmids pJD-YHR063c. 

35 [0089] Bei der Angabe der Basenpaarzahlen handelt es sich um ca.-Werte, die im Rahmen der Reproduzierbarkeit 
erhalten werden. 

[0090] Die in den Abbildungen venvendeten AbkQrzungen haben folgende Bedeutung: 



rrnBTI T2: Transkriptions-Terminator des rrnB-Gens 
Ptac: tac Promoter 

P AHD1 : Promoter des ADH1 Gens aus Saccharomyces cerevisiae 
45 T ADH1 : Terminator des ADH1 Gens aus Saccharomyces cerevisiae 

thermosensitiver Replikationsursprung 
Kodlerbereich des ilvC Gens 
5'-Bereich des ilvC Gens 
3'-Bereich des ilvC Gens 
Kodlerbereich des panB Gens 
Kodlerbereich des panC Gens 



repts: 
IlvC: 
IlvC: 
1lvC: 
55 panB: 
panC: 
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10 



panD: 
panE: 
Amp: 
tet': 
let: 
Cm: 
Gm: 
75 Gal4: 
bps: 
LEU2: 

20 

2n: 
Ap^: 
25 P-CUP1 
T-CYC1: 
ORF: 

30 

SD: 
EcoRI: 
35 EcoRV: 
Hindi: 
Hindlll: 

40 

Kpnl: 
Sail: 
45 Smal: 
SphI; 
Pvull: 

50 

NotI: 
Spel: 
55 Xbal: 
PstI: 



Kbdierbereich des panD Gens 



Kodierbereich des panE Gens 
Resistenzgen fur Ampicillin 



5'-Bereich des tet Gens 



3 -Bereich des tet Gens 



Resistenzgen fOr Chloramphenicol 
Resistenzgen fOr Gentamycin 

Regulator fur Galactose induzierbare Gene aus Saccharomyces cerevisiae 
Basenpaare 

Beta-lsopropylmalat Dehydrogenase-Gen von Saccharomyces cerevisiae 
Sequenzen des endogenen 2^ Plasmides von Saccharomyces cerevisiae 



Beta-Lactamase-Gen 



Promoter des Saccharomyces cerevisiae CUP1-Gens (Metallothionein) 

Terminator des CYCI-Gens (Cytochrom C) von Saccharomyces cerevisiae 

open reading frame 

Shine-Dalgarno Sequenz 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms EcoRI 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms EcoRV 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms Hincll 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms Hindlll 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms Kpnl 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms Sail 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms Smal 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms SphI 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms Pvull 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms NotI aus Norcardia otitldis-cavarium 
Schnittstelle des Restriktionsenzyms Spel aus Shpaerotilus spec. 
Schnittstelle des Restriktionsenzyms Xbal aus Xanthomonas badrii 
Schnittstelle des Restriktionsenzyms PstI aus Providencia stuartii 



21 



EP 1 001 027 A2 



PatentansprQche 

1 . Verfahren zur Herstellung und Verbesserung Pantothensdure produzierender Mikroorganismen durch Verstdrkung. 
insbesondere Uberexpression fOr die Ketopantoatreduktase codierender Nucleotidsequenzen. insbesondere des 
panE-Gens, einzein Oder kombiniert miteinander. und gegebenenfalls zusStzlich des ilvC-Gens. 

2. Verfahren gemdf3 Anspruch 1 . 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man zur Erzielung der Uberexpression die Kopienzahl der Gene bzw. Nukleotidsequenzen In den Mikroorga- 
nismen durch die Insertion von diese Gene bzw. Nukleotidsequenzen tragenden Plasmidvektoren erhOht. 

3. Verfahren gemSB Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man zur Erzielung der Qberexpression die sich stromaufwdrts des Strukturgens befindende Promoter- und 
Regulationsregion mutiert. 

4. Verfahren gemSB Anspruch 1. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man zur Erzielung der Uberexpression stromaufwdrts des Strukturgens Expresslonskassetten einbaut 

5. Verfahren gemdB den Anspruch en 1 bis 4. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man fur die Ketopantoatreduktase codierende Nucteotidsequenzen in Mikroorganismen verstdrkt Insbesond- 
ere Qberexprimiert, die eine oder mehrere Metabolit- und/oder Antimetabolit-Resistenzmutationen aufwetsen. 

6. Verfahren gemdB den Anspruchen 2 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man zur Erzielung der Verstdrkung oder Uberexpression das Kulturmedium und/oder die Fermentatlonsfuh- 
rung andert. 

7. Verfahren gemSB den AnsprOchen 1 bis 6. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Stoffwechselwege In den Mikroorganismen ausschaltet, die die Pantothenat-(Pantothensdure)blldung 
verringern. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man das avtA-Gen ausschaltet. 

9. Verfahren gemSB anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man das llvE-Gene ausschaltet. 

10. Verfahren gemdB Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man das ItvC-Gen von C.glutamicum In Mikroorganismen, insbesondere der Gattungen Corynebakterlen oder 
E.coll uberexprimiert oder verstarkt. 

11. Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man zusatzlich zu den fur die Ketopantoatreduktase codlerenden Nucleotidsequenzen eines oder mehrere der 
Gene des Stoffwechselweges der PantothensSureblldung verstarkt, insbesondere uberexprimiert. 

1 2. Verfahren gemaB Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzelchn t, 

daB man eines oder mehrere der Gene, die fur Enzyme Ketopantoat-Hydroxymethyltransferase (EC 4.1.2.12), 
Aspartat-1 -Decarboxylase (EC 4.1.1.11) und Pantothenat-Synthetase (EC 6.3.2.1) kodieren, zusatzlich verstarkt, 
insbesondere uberexprimiert. 
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13. Verfahren gemdBden AnsprOchen 11 und 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

da3 man verschiedene kompatible Plasmidvektoren einsetzt, die die genannten Gene enthalten. 

14. Verfahren gemSB den AnsprOchen 10 und 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

da3 man einen mit einem Oder mehreren miteinander Kompatiblen Plasmidvektor(en) transformierten Stamm ^n- 
setzt, und der Plasmidvektor eines Oder mehrere der genannten Gene eInschlieBlich des panE-Gens trdgt, in dem 
die Gene nacheinander angeordnet und unter die Kontrolle eines gemeinsamen Promoters Oder getrennt vonein- 
ander angeordnet unter die Kontrolle verschiedener Promotoren gesteitt werden. 

15. Plasmidvektor pFESO, 
gekennzeichnet durch 

die in Abbildung 6 wiedergebende Restriktionskarte und hinterlegt in E.coli K12 Stamm MG 1655/pFE80 unter der 
Bezeichnung DSM 12414. 

16. Plasmidvektor pFE65, 
gekennzeichnet durch 

die in Abbildung 5 wiedergegebene Restriktionskarte und hinterlegt in E.coli K12 Stamm MG1655yjDFE65 unter der 
Bezeichnung DSM 12382. 

17. Plasmidvektor pFE32, 
gekennzeichnet durch 

die in Abbildung 4 wiedergegebene Restriktionskarte und hinterlegt in E.coli K12 Stamm MG1655/pFE32 der 
Bezeichnung DSM 12413. 

18. E.coli K12 Stamm FE6, der eine Valin-Resistenz trSgt. 

1 9. E.coli K1 2 Stamm FE7, in dem das avtA-Gen gegen ein avtA::aadB-Fragment ausgetauscht ist, hinterlegt unter der 
Bezeichnung DSM 12380. 

20. Ein Mikroorganismus (Wirtszelle) der Gattung E.coli Oder Corynebacterium, das eines der Plasmidvektoren gemdB 
den AnsprOchen 11 bis 14 und gegebenenfalls eine oder mehrere Metabolit und/oder Antimetabolit-Resistenz ent- 
hait. 

21. C.glutamicum ATCC 13032yi3FE91, das den Plasmidvektor pFE91 mit dem ilvC-Gen von C.glutamicum enthait. 

22. Verfahren zur Herstellung von Pantothensdure, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man fblgende Schritte durchfuhrt: 

a) Fermentation von Mikroorganismen gemSB einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprOchen, 

b) Anreicherung der Pantothensdure im Medium oder in den Zellen der Mikroorganismen, 

c) Isolieren der Pantothensaure. 

23. Verfahren gemdB Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man als Vorstufe Ketopantoat zusetzt. 

24. Verfahren gemSB Anspruch 23, 
dadurch charakterisiert, 

daB man in Stufe a) eine Vorstufe der Pantothensdure zusetzt. ausgewdhit aus der Gruppe p-Alanin oder Ketolso- 
valerat. 

25. Verfahren gemdB einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprOche. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Mikroorganismen der Gattung E.coli oder Corynebacterium oder Hefe einsetzt. 
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Verfahren zur Herstellung von Pantothensaure durch Verstarkung von fiir 
Ketopantoat-Reduktase kodierende Nukleotidsequenzen 



(57) Die Erfindung betrifft ein Verfaliren zur Herstel- 
lung undVerbesserung D-Pantothensaureproduzteren- 
der Mikroorganismen durch Verstarken fiir die Ketopan- 
toatreduktase codierender Nucleotidsequenzen, insbe- 
sondere des panE-Gens, einzein oder konnbiniert nnit- 
einander, und gegebenenfallszusatzlich des ilvC-Gens, 



die diese Nucleotidsequenzen enthaltende Mikroorga- 
nisnnen und ein Verfahren zur Herstellung D-Pantothen- 
saure bestehend aus der Femientation dieser Mikroor- 
ganismen, der Anreicherung der Pantothensaure im 
Medium oder in den Zellen der Mikroorganismen und 
dem Isolieren der D-Pantothensaure. 
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